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Abreviaturas 
 
% p/v: porcentaje de peso en volumen 
(gramos en 100 mililitros). 
% v/v: porcentaje de volumen en volumen 
(ml en 100 ml). 
A: Adenosina. 
BLAST: Basic Local Alignment Sequence 
Tool. 
C: citosina. 
CDS: secuencia codificante (Coding 
Sequence) 
cm: centímetros. 
ADN: ácido desoxirribonucleico. 
ARN: ácido ribonucleico. 
ARNi: ARN de interferencia. 
ARNr: ARN ribosomal. 
ARNt: ARN de transferencia. 
dNTPs: mezcla en partes iguales de los 
cuatro desoxinucleótidos Trifosfato (Adenina, 
Timina, Citosina y Guanina). 
DO: densidad óptica. 
EDTA: ácido Etilendiaminotetraacético. 
g: gramos. 
G: guanina. 
Gb: gigabytes. 
hs: horas. 
IPTG: isopropil-β-tiogalactósido. 
kDa: kilodalton. 
kpb: kilo pares de bases. 
kV: kilovatios. 
l: litro. 
M: concentración molar. 
mA: miliamperios. 
mg: miligramo. 
 
 
min: minutos. 
ml: mililitro. 
mM: concentración milimolar. 
Mpb: millones de pares de bases. 
Nro: número. 
nm: nanómetros. 
nt: nucleótidos. 
pb: pares de bases. 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa. 
RBS: sitio de unión del ribosoma (Ribosome 
Binding Site). 
SDS: dodecil sulfato de sodio (Sodium 
Dodecyl Sulfate). 
SDS-PAGE: electroforesis de proteínas en 
geles de poliacrilamida con SDS (Sodium 
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis). 
T: timidina. 
Tris: tris base. 
U: unidad de actividad enzimática. 
UTR: región no traducida (Untranslated 
Región). 
V: vatios. 
xg: unidad de fuerza centrífuga relativa 
(times gravity). 
X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-
galactósido. 
µFD: microfaradios. 
ng: nanogramos. 
µg: microgramos. 
µl: microlitros. 
μM: concentración micromolar. 
ºC: grados centígrados. 
Ω: ohm. 
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I Genómica  
La genómica estudia el contenido y funcionamiento del genoma de los organismos. Esta 
disciplina incluye la secuenciación del ADN y su análisis para identificar genes e 
interpretar sus funciones, así como la comparación con secuencias nucleotídicas de otros 
organismos. Una de las áreas de la ciencia que más se ha beneficiado con el desarrollo de la 
genómica es la microbiología. La secuenciación nació en 1976 con el genoma del 
Bacteriófago MS2 (Fiers et al., 1976), implementada mediante nucleótidos marcados con 
32P, digeridos con la ribonucleasa T1 y separados en un gel de poliacrilamida. Al año 
siguiente, Sanger et al. (1977) desarrollaron un método de secuenciación basado en la 
polimerización del ADN y el uso de ddNTP marcados que sirven como terminadores de la 
reacción, generando fragmentos de distintos tamaños que son separados por electroforesis 
en geles de poliacrilamida. Con el paso del tiempo, la metodología y los instrumentos se 
fueron modernizando y en 1987 la incorporación de secuenciadores automáticos de ADN 
revolucionó el análisis de genomas. En 1995 se secuenció el primer genoma bacteriano y 
corresponde al de Haemophilus influenzae (Fleischmann et al., 1995) de 1,83 Mpb; y poco 
después ocurrió lo mismo con el primer genoma eucariota, el de Saccharomyces cerevisiae, 
con un tamaño de 12,1 Mpb (Goeau et al., 1996). A partir de entonces se fueron 
secuenciando genomas, tanto de organismos procariotas como eucariotas, basados en la 
misma tecnología de secuenciación. Sin embargo, a pesar de los avances, los costos seguían 
siendo relativamente altos. Este hecho, llevó al desarrollo de metodologías de 
secuenciación masiva de ADN llamadas Next Generation Sequencing (NGS) que proveen 
un número mucho mayor de lecturas (hasta cientos de millones) a un menor costo 
(Metzker, 2010). La figura I.1 muestra la reducción de los costos de secuenciación desde el 
año 2001 hasta la actualidad. Desde 2001 hasta octubre de 2007 se observan los costos de 
generar secuencias de ADN utilizando la química basada en Sanger y secuenciadores de 
capilares. Desde comienzos de 2008 se representan los costos de generar secuencias de 
ADN utilizando plataformas de NGS.  
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Figura I.1: Costo por Mpb de ADN secuenciado desde 2001 hasta la actualidad. Datos extraídos de 
http://www.genome.gov/sequencingcosts/. Uso de escala logarítmica en el eje vertical. 
El surgimiento de las nuevas tecnologías de secuenciación ha permitido el abaratamiento 
del costo de secuenciación de un genoma entero y el desarrollo de nuevos programas de 
ensamblado más rápidos y eficientes.  
I.1 Plataformas de NGS 
En 2005 comenzaron a desarrollarse técnicas de secuenciación que no están basadas en la 
química de Sanger. Las distintas plataformas se basan en técnicas diferentes y utilizan 
distintos métodos para la preparación de las muestras; pero todas se basan en un principio 
fundamental, la paralelización de reacciones, permitiendo obtener resultados a partir de 
millones de reacciones simultáneas. 
Dado que el objetivo de esta tesis no es repasar con detalle todas las tecnologías, se 
describirán en mayor profundidad las técnicas en las que se basan las plataformas 
comerciales utilizadas en este trabajo (Roche 454 e Illumina/Solexa); y se abordará en 
menor detalle otras plataformas conocidas. 
I.1.1 Roche 454/pirosecuenciación (Margulies et al., 2005) 
Esta plataforma fue lanzada en el año 2005. Para la preparación del molde de ADN, se crea 
una biblioteca genómica mediante la fragmentación del genoma y la unión de sus extremos 
a adaptadores. Se genera entonces una emulsión oleo-acuosa que contiene microesferas 
Introducción - Genómica 
3 
 
recubiertas con moléculas que hibridan con los adaptadores y actúan como primers. 
Además, la solución posee todos los reactivos para llevar a cabo una PCR. La mezcla de 
microesferas y ADN se realiza de manera tal que cada esfera hibrida únicamente con un 
fragmento de ADN. Al producirse la emulsión se separan las microesferas en gotas 
individuales y la emulsión es sometida a amplificación en termociclador. A este tipo de 
amplificación se la denomina PCR en emulsión (emPCR; fig. I.2-A). Las microesferas con 
ADN amplificado, son liberadas rompiendo la emulsión y se introducen de forma 
individual en los pocillos de una placa llamada PicoTiterPlate junto con ADN polimerasa. 
La secuenciación consiste en el agregado secuencial de nucleótidos a esta solución. Esta 
técnica de secuenciación se denomina pirosecuenciación (Ronaghi et al., 1996). Cuando el 
dNTP (deoxiribonucleósido trifosfato) añadido se corresponde con el complementario de la 
cadena molde, la ADN polimerasa une el dNTP a la cadena y se libera un pirofosfato por 
cada uno de los nucleótidos añadidos (fig. I.2-B). Este pirofosfato se convierte en luz 
visible gracias a sulfurilasas y luciferasas. Esta luz, de intensidad variable según el número 
de nucleótidos incorporados, es detectada por una cámara de alta resolución y cuantificada. 
La luz emitida en cada ciclo se recoge en una serie de picos llamado flowgram, que 
corresponde al orden de los nucleótidos complementarios a la cadena molde (fig. I.2-C). La 
pausa en la secuenciación tras la incorporación de cada dNTP a la cadena se consigue 
añadiendo éstos a la solución de forma secuencial, limitando la cantidad disponible para 
cada reacción. 
La ventaja de esta técnica es que se obtienen longitudes de lectura semejantes a las de la 
técnica de Sanger. Sin embargo, presenta dos inconvenientes importantes. En primer lugar, 
existen problemas con la secuenciación de homopolímeros mayores a 5 pb; y en segundo 
lugar, al realizarse sobre una biblioteca de fragmentos amplificados por PCR, pueden 
introducirse errores en la lectura. 
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Figura I.2: Plataforma Roche 454. A- emPCR; B- pirosecuenciación utilizando la plataforma Roche 454; C- 
ejemplo de flowgram. Adaptada de Metzker (2010). 
I.1.2 Illumina/Solexa (Bentley et al., 2008) 
Fue lanzado en el año 2006, con una metodología de preparación de molde y secuenciación 
distinta a la existente en ese momento. Para la amplificación de ADN utiliza la 
amplificación en fase sólida (fig. I.3-A). Primers directos y reversos se unen 
covalentemente a un portaobjetos. Los fragmentos de la bilbioteca de ADN hibridan 
mediante la adición de adaptadores con los primers sobre el soporte y se realiza una 
reacción de PCR formándose nuevas cadenas desde ambos extremos en forma de puente. 
Esto se repite con los primers adyacentes generándose grupos aislados que contienen 
múltiples copias idénticas de un fragmento único.  
La secuenciación consiste en la técnica de terminación reversible cíclica (TRC; fig. I.3-B). 
Se agregan los 4 nucleótidos que han sido modificados para unir una molécula fluorescente 
con un color diferente cada uno, sin permitir la incorporación del siguiente nucleótido a la 
cadena hasta que no se retire la modificación. Se produce la unión del nucleótido 
complementario a cada una de las cadenas en formación. Luego se lava el resto de los 
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nucleótidos no unidos y se registra la señal fluorescente en una imagen con cámaras de alta 
resolución posterior a la excitación mediante láseres. Este proceso se repite cíclicamente y 
finalmente se analizan las imágenes para obtener la secuencia completa. La señal 
fluorescente observada será el consenso de las emitidas por todos los nucleótidos añadidos 
a cada grupo de cadenas idénticas de ADN en cada uno de los ciclos (fig. I.3-C). 
 
Figura I.3: Plataforma Illumina/Solexa. A- amplificación en fase sólida; B- secuenciación TRC con cuatro 
colores; C- imágenes de cuatro colores. Se resaltan los datos de secuenciación de dos fragmentos distintos. 
Adaptada de Metzker (2010). 
Esta técnica tiene como ventaja que se evita el problema con los homopolímeros pero a 
cambio se obtienen lecturas más cortas, aunque existen constantes mejoras de la química 
que permiten la obtención de lecturas cada vez más largas. 
I.1.3 SOLiD - Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection (Valouev et al., 
2008) 
Fue lanzada en el año 2008. Utiliza una emPCR para amplificar la biblioteca de ADN y una 
ADN ligasa para la secuenciación; pero actualmente se encuentra fuera del mercado. 
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I.1.4 Secuenciador Ion Torrent’s (Rothberg et al., 2011) 
Fue incorporado en el mercado en el año 2011. Su funcionamiento es semejante al de la 
pirosecuenciación, pero en lugar de transformar en luz el pirofosfato liberado en la 
incorporación de cada nucleótido a la cadena, mide el cambio de pH producido por el 
protón liberado.  
I.1.5 Pacific Biosciences - PacBio (Eid et al., 2009) 
Esta metodología de secuenciación en tiempo real fue lanzada en el año 2009. La 
particularidad que tiene es que las bibliotecas de ADN no requieren amplificación por PCR, 
lo cual evita las desventajas asociadas a este paso. Además, no se frena la secuenciación 
luego de la incorporación de cada base para generar la lectura, es decir, se realiza una 
lectura en tiempo real. Se capta exclusivamente la fluorescencia emitida por el nucleótido 
que incorpora de forma sucesiva la ADN polimerasa mientras sintetiza la cadena a partir de 
moléculas individuales de ADN. Se pueden obtener lecturas muy largas, de 10.000 pares de 
bases o más, lo que facilita su posterior ensamblado. Sin embargo, la tasa de error es 
elevada. 
En la figura I.4 se muestran gráficos comparativos entre las 5 metodologías descriptas en 
cuanto al largo máximo de lectura, cantidad de lecturas obtenidas por corrida y el tiempo 
que emplea cada una de ellas para secuenciar un genoma bacteriano. 
Figura I.4: Evolución de las plataformas de NGS. Las barras azules corresponden a datos del primer 
secuenciador disponible comercialmente por Roche 454, Illumina/Solexa, SOLiD, Ion Torrent, y Pacific 
Biosciences (PacBio). Las barras marrones corresponden a datos obtenidos en el año 2014 para 
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secuenciadores grandes. Las barras naranjas corresponden a datos obtenidos en el año 2014 para 
secuenciadores de mesada. Para SOLiD y PacBio no hay disponibles secuenciadores de mesada. A- largo de 
lectura máximo; B- número máximo de lecturas obtenidas (nótese que para una tecnología dada, el largo 
máximo de lectura actual y el número máximo de lecturas obtenidas no son necesariamente obtenidos con el 
mismo instrumento. Por ejemplo, el secuenciador de mesada MiSeq de Illumina genera lecturas más largas 
pero el secuenciador grande HiSeq genera el mayor número de lecturas); C- tiempo para completar una 
corrida típica de un genoma bacteriano, considerando una corrida de lecturas de 400 pb para Roche 454, 100 
pb y 150 pb de lecturas pareadas para Illumina HiSeq 1000 y MiSeq, respectivamente, 50 pb de lecturas 
pareadas para SOLiD y 200 pb para Ion Torrent´s. Para PacBio, se fija el tiempo de ejecución en lugar de la 
longitud, y 3 hs es suficiente para la secuenciación del genoma bacteriano. Modificada de van Dijk et al. 
(2014). 
I.2 Ensamblado de secuencias obtenidas por NGS  
I.2.1 Tipos de ensamblado 
Actualmente existen dos grandes variantes en el ensamblado de secuencias: ensamblado de 
referencia y ensamblado de novo. El ensamblado de referencia se basa en el mapeo de cada 
lectura contra una secuencia de referencia, como un genoma completo de un organismo 
relacionado, que debe ser similar al que se quiere ensamblar. Esto permite identificar 
diferencias en una población como por ejemplo polimorfismos (Miller et al., 2010). El 
ensamblado de novo intenta reconstruir la secuencia de ADN completa a partir sólo de 
lecturas de secuenciación, sin ningún tipo de conocimiento previo acerca del genoma a 
ensamblar (Miller et al., 2010). Los dos algoritmos más utilizados por los programas de 
ensamblado de novo se denominan Overlap-Layout-Consensus (OLC) y De-Bruijn-Graph 
(DBG); su elección depende de la longitud de lectura y la cobertua de la secuenciación; y 
tienen diferencias significativas en la eficiencia computacional (Li et al., 2012). Para las 
lecturas provenientes de nuevas tecnologías, que generan mayor número de lecturas y más 
cortas, los algoritmos que utilizan grafos de Bruijn son más eficientes. 
Los fragmentos ensamblados por unión de lecturas se denominan contigs, y a los “huecos” 
que quedan entre ellos se los denomina gaps. El número de contigs representa el nivel de 
fragmentación del ensamblado. 
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I.2.2 Ensamblados híbridos 
Una metodología utilizada para mejorar la calidad de los ensamblados es la adopción de 
una estrategia de secuenciación híbrida. Inicialmente las estrategias híbridas combinaban 
las lecturas de la metodología Sanger con la plataforma Roche 454. Secuenciando de esta 
forma se mejoran los ensamblados aumentando la cobertura y reduciendo el número de 
gaps (Goldberg et al., 2006). Las estrategias de secuenciación híbrida se extendieron al uso 
de lecturas provenientes de tecnologías NGS únicamente, representando actualmente la 
estrategia más efectiva para la obtención de genomas bacterianos. Por ejemplo, un enfoque 
híbrido utilizando las plataformas Roche 454 e Illumina produce ensamblados de novo cuya 
calidad se encuentra, al menos, a la par de los producidos utilizando sólo secuenciación de 
Sanger (Aury et al., 2008). Por otra parte, los errores de homopolímeros inherentes a la 
secuenciación por Roche 454 pueden ser detectados y corregidos utilizando la plataforma 
Illumina, la cual brinda una cobertura muy superior (Aury et al., 2008). Actualmente, la 
utilización de Illumina con PacBio es la opción de elección, dado el largo de lecturas 
obtenidas por PacBio (Utturkar et al., 2014). 
I.2.3 Incorporación de lecturas pareadas / Scaffolding 
En los comienzos del desarrollo de tecnologías de NGS, el largo de las lecturas era corto, 
rondando entre 35 pb (Illumina) y 100 pb (Roche 454), lo cual es significativamente menor 
que las de 900 pb de longitud obtenidas por la metodología de Sanger en un secuenciador 
de capilares. El ensamblado de novo con estas lecturas cortas generaba genomas altamente 
fragmentados con gaps típicos de secuencias repetidas sin resolver, que suelen ser más 
largas que las mismas lecturas (Cahill et al., 2010). El incremento en el largo de secuencia 
mejoró los ensamblados, reduciendo el número de gaps y aumentando el largo de los 
contigs, y debido al pequeño tamaño de los genomas bacterianos, la alta cobertura podía 
compensar la corta longitud de las lecturas (Cahill et al., 2010). Los instrumentos actuales 
de NGS producen lecturas de aproximadamente el largo de las obtenidas por Sanger. Sin 
embargo, el desarrollo más significativo en NGS fue la incorporación de lecturas pareadas.  
Dependiendo de la preparación de la biblioteca de ADN (insertos desde cientos de pares de 
pases hasta 40 kpb), es posible secuenciar los extremos de un inserto de tamaño conocido, 
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obteniendo lecturas con una distancia conocida entre ellas. A estas se las llama lecturas 
pareadas y proveen información adicional que puede ser utilizada para mejorar la exactitud 
de los mapeos en el ensamblado (Li y Homer, 2010). Los errores en el ensamblado 
producidos por repeticiones pueden ser resueltos con la información aportada por las 
lecturas pareadas. La figura I.5 muestra los errores típicos causados por repeticiones y 
cómo la información dada por lecturas pareadas permite identificar y corregir estos errores. 
 
Figura I.5: Tres tipos principales de errores inducidos por repeticiones en el ensamblado de genomas. Los 
errores pueden ser identificados por la discrepancia en la distancia teórica entre las lecturas, por ejemplo por 
elongación, distancia truncada entre pares u orientación incorrecta. A- repetición colapsada; B- escisión; C- 
rearreglo del orden de los contigs. Las líneas sólidas muestran uniones entre lecturas pareadas correctas, 
mientras que las líneas punteadas representan uniones erróneas que pueden ser detectadas y evitadas. 
Reproducida de Forde y O’Toole (2013). 
Además de ayudar a resolver repeticiones, las lecturas pareadas permiten obtener 
ensamblados de secuencia más largos mediante el ordenamiento y orientación de los 
contigs dentro de scaffolds o supercontigs (Boetzer et al., 2011; Pop et al., 2004). Si una 
lectura del par alinea en un contig, y la otra lectura alinea en otro, se puede vincular estos 
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dos contigs; y como el largo del fragmento que las separa es conocido, se puede estimar el 
número de bases entre contigs. De esta manera, se forman scaffolds que son secuencias de 
ADN más largas formadas por contigs y gaps orientados y ordenados. 
I.3 Finalización de genomas 
I.3.1 Cerrado de gaps 
Los ensamblados de secuencias provenientes de plataformas NGS generalmente producen 
genomas fragmentados debido a la dificultad en ensamblar regiones repetidas. Una 
alternativa para obtener un ensamblado más completo, es el cerrado de gaps (Nagarajan et 
al., 2010). 
Existen diferentes tipos de gaps (fig. I.6) generados por repeticiones o regiones de baja 
cobertura. Los gaps de secuencia se encuentran dentro de los scaffolds y corresponden a 
gaps generalmente pequeños, de los cuales se tiene conocimiento de su largo aproximado 
por la distancia entre las lecturas pareadas que vincula a los contigs. Generalmente, están 
representados mediante series de letras “N” agregadas por el programa de scaffolding. El 
cerrado de este tipo de gaps suele ser sencillo y se logra diseñando primers hacia afuera sobre 
los extremos de los contigs, generando nuevos templados por PCR para realizar reacciones de 
secuenciación por el método de Sanger y posterior ensamblado. Los gaps denominados físicos 
son aquellos que separan los scaffolds, generalmente son más largos y no están 
representados por ningún inserto de la biblioteca de ADN. Son los más difíciles de cerrar ya 
que están relacionados con el ordenamiento de los scaffolds, el cual sólo puede conocerse si se 
cuenta con información extra a la de secuencia. Si no se cuenta con información adicional 
acerca de la disposición de los scaffolds en el genoma, se pueden realizar experimentos de 
PCR combinatoria pero suelen ser caros y laboriosos (Tettelin et al., 1999).  
Existen programas de cerrado de gaps in silico que utilizan las lecturas pareadas para 
extender los contigs y “rellenar” los gaps; por ejemplo el programa GapFiller (Nadalin et 
al., 2012). 
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Figura I.6: Formación de contigs y scaffolds y los tipos de gaps resultantes. Flechas rojas: lecturas pareadas; 
líneas azules: fragmentos de largo conocido pero de secuencia desconocida. 
I.3.2 Mapa de restricción óptico 
Además de las tecnologías de NGS existen otros tipos de tecnologías aprovechables para la 
finalización de un genoma. Una de ellas es la nueva tecnología de mapeo óptico 
desarrollada por OpGen (www.opgen.com) (Latreille et al., 2007). Consiste en un mapa 
físico de restricción de todo el genoma. La técnica permite construir el mapa del genoma 
entero localizando los sitios de restricción para una enzima a partir de moléculas simples de 
ADN del genoma inmovilizadas en un soporte sólido. Luego de la digestión con la 
endonucleasa se marcan los fragmentos con un colorante fluorescente y se visualizan 
mediante un microscopio de fluorescencia revelando los sitios de clivado. Esto produce un 
mapa óptico de miles de fragmentos individuales de ADN que son digitalizados y 
combinados para generar un mapa consenso. Se genera así un mapa de restricción ordenado 
del genoma entero (figura I.7). 
 
Figura I.7: Procedimiento de mapeo óptico. Adaptada de Nagarajan et al. (2010). 
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El mapeo óptico es una herramienta útil para el ensamblado de un genoma ya que permite 
comparar los patrones de restricción de todo el genoma con los de cada contig/scaffold 
generados in silico. Principalmente, su utilidad se debe a que consiste en una fuente de 
información independiente de la secuenciación, contra la cual se comparan los resultados. 
Se utiliza para el ordenamiento de contigs/scaffolds, ayudando a reducir el número de 
reacciones de PCR necesarias para demostrar contigüidad y a validar los contigs/scaffolds 
generados. En la figura I.8 se muestra el alineamiento de contigs al mapa óptico 
permitiendo determinar su orientación, localizar gaps e identificar errores de ensamblado. 
 
Figura I.8: Aprovechamiento del mapeo óptico en la finalización de genomas. Adaptada de 
www.OpGen.com 
I.3.3 Genomas completos y borradores de genomas 
Como se ha explicado, el ensamblado de genomas de secuenciaciones de NGS resulta 
generalmente en genomas fragmentados. A esta información se la denomina borrador del 
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genoma (draft genome). Mientras que elaborar un borrador de un genoma es relativamente 
sencillo, resulta más difícil elaborar una secuencia finalizada utilizando los métodos 
actuales, en tiempo, dinero y esfuerzos, por lo que la obtención de genomas completos se 
realiza en grandes centros de secuenciación y para organismos prioritarios (Nagarajan et al., 
2010). Sin embargo, se puede avanzar en la obtención de borradores de genomas de alta 
calidad, combinando distintas tecnologías de finalización de genomas, aunque no se llegue 
a una secuencia completa, proporcionando un poderoso recurso para muchos experimentos 
genómicos (Mardis et al., 2002). 
Como se observa en la figura I.9, la cantidad de borradores de genomas publicados supera 
ampliamente a la cantidad de genomas completos, lo cual da un indicio de la complejidad 
en la obtención de genomas completos, y de que muchas veces no es necesaria la 
finalización, ya que se logra cumplir los objetivos con la secuencia borrador. Hasta el 
momento, la base de datos Microbial Genome Database (MBGD) (http:// 
http://mbgd.genome.ad.jp) presenta 2.770 genomas microbianos completos publicados, de 
los cuales 2.560 corresponden a genomas bacterianos. 
 
Figura I.9: Número de genomas completos y borradores obtenidos por año desde 2006 hasta 2014. 
Reproducida de http://www.genomesonline.org. 
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Luego de la obtención de las secuencias genómicas es necesario definir y conocer los genes 
codificados en esas secuencias, proceso conocido como anotación del genoma. Hoy en día 
existen programas de anotación automática que facilitan la anotación de novo de genomas 
(Edwards y Holt, 2013). La identificación de los genes ha contribuido al avance en distintos 
campos de la ciencia gracias al descubrimiento de genes útiles para la producción de 
proteínas de importancia médica, agrícola e industrial, entre otras. 
Conociendo todos los genes codificados, uno de los cuestionamientos más frecuentes tiene 
que ver con poder detectar cuáles de esos genes son únicos del genoma y cuáles son 
compartidos con otros, por lo tanto, los análisis de genómica comparativa son un paso 
crítico en los estudios genómicos (Edwards y Holt, 2013). Otros análisis incluyen filogenia 
con especies relacionadas utilizando Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs). 
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II Thermus y sus enzimas termofílicas- Revisión de literatura 
II.1 Microorganismos extremófilos  
Los microorganismos extremófilos son aquellos que pueden sobrevivir así como proliferar 
en ambientes considerados letales para la mayoría de los organismos del planeta. Estos 
ambientes incluyen condiciones de bajas o altas temperaturas (-2 ºC a 10 ºC y 60 ºC a 110 
ºC), altas presiones, extrema acidez (pH menor a 3) o alcalinidad (pH mayor a 10), y altas 
concentraciones salinas (5% a 30%) (Niehaus et al., 1999). Cuando las técnicas utilizadas 
para explorar esos ambientes extremos se perfeccionaron, se pudo encontrar una diversidad 
de organismos que habita en ellos. De hecho, hoy en día, se piensa que cualquier ambiente, 
hasta el más inhóspito, podría albergar vida si cumple con el requisito de disponibilidad de 
agua líquida (Rothschild y Mancinelli, 2001). 
Los microorganismos extremófilos generan diverso interés científico. Por un lado, aportan 
al conocimiento filogenético de los seres vivos ya que en un comienzo, por lo general, 
representan nuevos taxones. Por otro lado, los procesos metabólicos de estos organismos 
extremófilos son mediados por proteínas y enzimas que muestran características únicas que 
se corresponden a las condiciones de su entorno (van der Burg, 2003), lo cual genera 
interés en el conocimiento de los mecanismos de resistencia y en el desarrollo de enzimas 
con propiedades diferenciales para aplicaciones industriales. 
II.1.1 Bacterias termófilas 
En los últimos 25 años se ha visto un aumento del interés en la biodiversidad microbiana de 
ambientes extremos. La búsqueda de microorganismos termófilos ha revelado numerosas 
bacterias y arqueas capaces de crecer por encima de 60 °C y muchas de sus enzimas han 
sido aisladas y estudiadas por su interés académico y potenciales usos industriales 
(Bergquist et al., 2014).  
Dentro de las bacterias termófilas, las termófilas moderadas crecen entre 50-60 °C, las 
termófilas extremas entre 60-80 °C sin poder proliferar a temperaturas menores de 50 °C, y 
las hipertermófilas lo hacen a temperaturas mayores de 80 ºC (Cava et al., 2009). 
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Las bacterias termófilas más estudiadas pertenecen a Geobacillus stearothermophilus, 
Thermus aquaticus y Thermus thermophilus. 
Estas poseen diversos mecanismos de adaptación a las altas temperaturas. Por un lado, el 
citoplasma de organismos termófilos contiene elevadas concentraciones de solutos 
compatibles que contribuyen a la termoestabilidad de enzimas y ácidos nucleicos (Adams, 
1993). El ADN se encuentra protegido por las altas concentraciones de sales (Adams, 
1993), aparición de poliaminas (las cuales no son encontradas con frecuencia en bacterias 
mesófilas) (Cava et al., 2009), y por superenrollamientos introducidos por topoisomerasas 
que evitan su deterioro (Brüggemann y Chen, 2006). Además, su membrana plasmática 
posee mayor cantidad de ácidos grasos saturados, lo cual la hace más estable a las altas 
temperaturas (Li et al., 2005). Las proteínas poseen varios mecanismos que influyen en su 
estabilidad y serán tratados más adelante en la sección II.2.1.  
II.1.1.1 Thermus 
Las aguas termales son la fuente más accesible de bacterias termofílicas silvestres en la 
superficie terrestre. La primera bacteria termofílica en ser aislada, T. aquaticus, se obtuvo 
de fuentes termales del Parque Nacional Yellowstone, USA, en 1969 (Brock y Freeze, 
1969).  
El género Thermus agrupa a bacilos aeróbicos, no esporulantes (Williams et al., 1995), con 
un contenido en G+C del genoma en torno al 70%. Las bacterias del género Thermus 
poseen tinción Gram negativa y producen pigmentos carotenoides, lo que les da a las 
colonias una coloración amarilla, anaranjada o roja (T. ruber), dependiendo de cada 
aislamiento y de la incidencia de luz durante el cultivo (Brock, 1978).  
La secuencia de su ARNr 16S permite situar filogenéticamente al género Thermus 
estrechamente relacionado con el género Deinococcus (cocos Gram positivos), dentro del 
phylum de los Deinococcales, que establecería una de las ramas más antiguas de la 
filogenia bacteriana (Weisburg et al., 1989). 
Las cepas de Thermus tienen un metabolismo quimioorganotrófico y no requieren 
aminoácidos ni vitaminas específicas para su crecimiento. Debido a la diversidad de hábitat 
donde crecen, tienen una gran variedad nutricional pudiendo degradar proteínas, lípidos y 
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carbohidratos a sus monómeros, obtener energía y reutilizarlos para la biosíntesis de nuevos 
componentes celulares. Tienden a formar fimbrias y se reproducen mediante fisión binaria. 
No se han descubierto formas móviles hasta el momento.  
Existen varias especies distintas de Thermus incluyendo a: T. aquaticus, T. brockianus, T. 
oshimai, T. filiformis, T. thermophilus, T. scotoductus, T. rehai, T. igniterrae, T. 
antranikianus. T. caldophilus, T. kawarayuensis, T. manikaranii, T. nonproteolyticus, T. 
yunnanensi y T. ruber.  
Existen 23 genomas del género Thermus secuenciados y depositados en la base de datos de 
GenBank, de los cuales 7 corresponden a genomas completos. Las especies más estudiadas 
son T. aquaticus y T. thermophilus. 
II.1.1.1.1 Thermus aquaticus 
Esta especie fue descrita por primera vez por Thomas Brock en 1969 (Brock y Freeze, 
1969). T. aquaticus cobró gran importancia a partir del aislamiento del gen codificante de la 
ADN polimerasa, enzima denominada comercialmente Taq polimerasa, que ha permitido el 
desarrollo de la PCR. Esta enzima también ha sido aislada de otras especies bacterianas del 
género Thermus (Gibbs et al., 2009), en cuyo caso se diferencia de la Taq polimerasa en 
algunos aminoácidos, conservando su función. 
Otras enzimas obtenidas de este microorganismo se utilizan en diversas técnicas de biología 
molecular, por ejemplo, la enzima de restricción (TaqI) y la ADN ligasa. La amplia 
utilización de estas enzimas determinó que se establecieran procedimientos para facilitar la 
purificación a partir de la bacteria productora de las mismas, T. aquaticus. Posteriormente, 
con el uso de la tecnología del ADN recombinante, el gen codificante de la enzima Taq 
polimerasa se clonó y expresó en E. coli, permitiendo su producción masiva con una 
reducción importante de costos de producción, que se ha trasladado a los precios de venta 
(Guitérrez et al., 2002). 
Con respecto a su genoma, el centro US DOE Joint Genome Institute (JGI-PGF) realizó la 
determinación del genoma completo de T. aquaticus, produciendo como resultado 22 
contigs que se encuentran depositados en GenBank. Por lo tanto, no obstante ser una de las 
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especies del género con mayor relevancia, el estudio de su genoma completo no ha 
despertado tanto interés como sí su utilización como fuente de metabolitos.  
II.1.1.1.2 Thermus thermophilus 
Esta especie tiene numerosas características que facilitan su estudio. Presenta facilidad de 
crecimiento en numerosos medios de cultivo nutritivos en el laboratorio y su aislamiento es 
relativamente sencillo, existiendo actualmente varias cepas provenientes de distintos 
continentes. Los aislamientos pueden ser conservados manteniendo su viabilidad por 
períodos prolongados a -70 ºC. Este conjunto de propiedades biológicas permite el uso de 
protocolos microbiológicos sencillos y facilita el intercambio de cepas entre investigadores 
resultando en la generación de un conocimiento detallado de su biología.  
Se dispone actualmente de la secuencia genómica completa de 5 cepas de T. thermophilus; 
de las cuales dos corresponden a cepas “modelo”: HB8 (Brüggemann y Chen, 2006) y 
HB27 (Henne et al., 2004). Cada una de estas dos cepas posee un cromosoma circular y un 
megaplásmido. Los cromosomas de HB8 y HB27 cuentan con 1.849.742 y 1.894.877 pb así 
como 2.026 y 2.035 genes, respectivamente. Ambos se encuentran altamente conservados y 
comparten un 94% de sus genes. Por otro lado, ambos megaplásmidos tienen un 72% de su 
ADN conservado. El pTT8, de HB8, tiene 256.992 pb y 251 genes, mientras que el pTT27, 
de HB27, 232.605 pb y 228 genes. Sus genes parecen estar involucrados en el crecimiento a 
altas temperaturas; una gran parte codifica proteínas relacionadas con sistemas de 
reparación de ADN específicos para termófilos, ya que a altas temperaturas se acelera la 
mutagénesis espontánea (Brüggemann y Chen, 2006). En los megaplásmidos existen 
también genes codificantes de enzimas encargadas de la biosíntesis de carotenos, los cuales 
le dan el color amarillo-anaranjado a las colonias. El rol de este pigmento no se conoce aún, 
pero habría indicios de que protege a la membrana contra la foto-oxidación causada por los 
rayos UV (Cava et al., 2009). 
A pesar de la baja solubilidad del oxígeno a altas temperaturas, la mayoría de las cepas 
aisladas del género Thermus, crecen de manera aeróbica. De hecho, el oxígeno es el único 
aceptor de electrones en la mayoría de ellas. Las enzimas respiratorias de Thermus han sido 
objeto de gran cantidad de estudios bioquímicos y estructurales, haciendo de esta cadena de 
transporte de electrones, una de las más caracterizadas. Cepas de T. thermophilus también 
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crecen de manera anaeróbica pero lo hacen mediante mecanismos distintos. T. thermophilus 
HB8 cuenta con la enzima nitrato reductasa que permite la desnitrificación, proceso de 
respiración anaeróbica donde el nitrato es reducido a N2 en cuatro pasos. Este proceso es 
codificado por un fragmento de ADN móvil llamado NCE (Nitrate respiratory Conjugative 
Element), situado en el megaplásmido, que puede ser transferido por conjugación a una 
bacteria aeróbica, permitiendo que esta última pueda crecer en ausencia de oxígeno (Cava 
et al., 2009). Por su parte, T. thermophilus H27 posee enzimas que reducen sulfato de 
manera anaeróbica obteniendo sulfuros (Brüggemann y Chen, 2006). 
II.2 Enzimas de especies termófilas 
En general, las enzimas provenientes de bacterias termófilas muestran una actividad óptima 
a la temperatura de mayor crecimiento de estos microorganismos. Su producción 
habitualmente se lleva a cabo en microorganismos mesófilos, desde bacterias (Escherichia 
coli y Bacillus subtilis, especialmente) a eucariotas (Kluyveromyces lactis y Pichia pastoris, 
entre otros) y la mayoría mantiene su actividad a temperaturas próximas a las de 
crecimiento del organismo de procedencia (Coolbear et al., 1992). Sin embargo, este 
método se limita a proteínas sencillas (monométricas u homo-oligoméricas), que no 
requieren de procesamiento específico ni formación de proteínas complejas (Cava et al., 
2009). De hecho, se ha estimado que menos de un 20% de los CDSs de cualquier genoma 
son expresados en E. coli dando proteínas estables y plegadas correctamente (Jenney y 
Adams, 2008).  
Por lo tanto, una alternativa para la producción de proteínas termoestables es la utilización 
de hospedadores termófilos, como T. thermophilus. Existen varios casos de sobreexpresión 
de proteínas utilizando este organismo como “fábrica celular” (e.g. Hidalgo et al., 2004; 
Moreno et al., 2005; Park et al., 2004) obteniendo valores de sobreexpresión similares, o 
incluso mayores a los de E. coli (Moreno et al., 2005). Para ello se han construido vectores 
shuttle Thermus-E. coli a partir de plásmidos de cepas aisladas de Thermus, que permiten 
tanto la manipulación genética de Thermus como la expresión de proteínas (Takayama et 
al., 2004; Moreno et al., 2003). 
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II.2.1 Termoestabilidad enzimática 
“Termoestabilidad” se define como la capacidad de una enzima para retener su 
conformación estructural activa a una temperatura alta seleccionada durante un período 
prolongado. Las enzimas y otras proteínas de termófilos e hipertermófilos son mucho más 
termoestables que las de organismos mesófilos.  
Comparando las secuencias de aminoácidos de la misma enzima pero de microorganismos 
mesófilos y termófilos, se observa que la variación de los pocos aminoácidos observada se 
encuentra en puntos claves, produciendo diferencias en los plegamientos de las cadenas de 
polipéptidos que otorgan mayor rigidez a la molécula, y esta rigidez es fundamental para 
preservar el sitio activo a altas temperaturas (Vieille y Zeikus, 2001). Las proteínas de 
organismos termófilos tienen un mayor número de enlaces de hidrógeno, interacciones 
electrostáticas, interacciones hidrofóbicas, enlaces disulfuro, uniones metálicas, que 
generan una superficie más polar y un núcleo más hidrofóbico mucho más compacto 
minimizando o eliminando cavidades dentro de la proteína (Li et al., 2005). Las 
interacciones estabilizantes en proteínas termofílicas se encuentran generalmente en las 
áreas menos conservadas de la proteína (Vieille y Zeikus, 2001). 
Una propiedad biológica interesante y ventajosa de las enzimas termófilas con respecto a 
las mesófilas es su gran facilidad para cristalizar, permitiendo la obtención de su estructura 
tridimensional. Esto se debe a una combinación entre termoestabilidad y rigidez estructural 
durante la adaptación a ambientes termofílicos (Cava et al., 2009). Esta característica de las 
proteínas termófilas constituye una de las principales razones para escoger a estos 
organismos como sujeto de estudio en los primeros programas de genómica estructural 
(Jenney y Adams, 2008). La cepa de T. thermophilus HB8 se ha elegido como sistema 
modelo para expresar sistemáticamente cada uno de sus genes buscando cristalizar las 
proteínas codificadas con el fin de obtener su estructura tridimensional y entender todos los 
mecanismos de los fenómenos biológicos que ocurren en T. thermophilus. De esta manera, 
de un total de 2.238 genes codificados en HB8, se ha logrado expresar 1.450 proteínas, 
cristalizar 682 y se ha obtenido la estructura tridimensional de 466 de ellas, según indica la 
página del Structural - Biological Whole Cell Project 
(http://www.thermus.org/e_index.htm).  
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El desarrollo de procesos catalíticos industriales que operen a altas temperaturas tiene 
muchas ventajas, ya que el incremento de la temperatura tiene una influencia significativa 
en la solubilidad y biodisponibilidad de compuestos orgánicos (van der Burg, 2003). La 
elevación de la temperatura es acompañada por un descenso de la viscosidad y un aumento 
del coeficiente de difusión de compuestos orgánicos, lo que produce velocidades de 
reacción mayores. A estos beneficios se agrega que al desarrollar procesos biológicos a 
temperaturas superiores a 60 ºC, el riesgo de contaminación microbiana se reduce 
considerablemente resultando en mejores condiciones sanitarias (Li et al., 2005). 
En este contexto, las enzimas termofílicas presentan muchas ventajas frente a sus 
homólogas mesofílicas. Entre ellas se destacan su mayor estabilidad, lo que hace que 
disminuya la necesidad de sustitución en los procesos y abarata su almacenamiento 
(Coolbear et al., 1992); y su mayor resistencia frente a diversos agentes químicos como 
solventes orgánicos y detergentes, y cambios de pH (Vieille y Zeikus, 2001). Se facilita 
también considerablemente su purificación mediante un tratamiento por calor, tras la 
expresión heteróloga en un organismo mesófilo (Kirk y Cowan, 1995; Takesawa et al., 
1990). 
II.2.2 Aplicación industrial de enzimas 
Las enzimas microbianas poseen un amplio rango de aplicaciones como biocatalizadores, 
por ejemplo, en agricultura, medicina, medio ambiente y diversas industrias (Sharma et al., 
2010). El mercado global de enzimas industriales rondaba los 4,5 billones de dólares en 
2012, cerca de 4,8 en 2013 y se espera que alcance cerca de 7,1 billones de dólares en 2018, 
lo que da una tasa de crecimiento anual de 8,2% desde 2013 a 2018 (BCC - Global Markets 
for Enzymes in Industrial Applications: http://www.bccresearch.com/). 
Las enzimas termofílicas involucradas en la degradación de polímeros son de gran valor 
por su aplicación industrial, incluyendo a xilanasas, proteasas, esterasas, lipasas, catalasas y 
galactosidasas que se utilizan en procesos catalíticos de transformación en diversas 
industrias (Bruins et al., 2001). En la tabla I.1 se mencionan las principales enzimas 
utilizadas para diversas áreas industriales. 
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Industria Enzima Aplicación 
Detergente (lavado de ropa y vajilla) 
Proteasa Removedor de manchas de proteínas 
Amilasa Removedor de manchas de almidón 
Lipasa Removedor de manchas de lípidos 
Celulasa Limpieza, clarificación del color 
Mananasa Removedor de manchas de manano 
Almidón y combustible 
Amilasa Sacarificación de almidón 
Aminoglucosidasa Sacarificación de almidón 
Pululunasa Sacarificación de almidón 
Glucosa isomerasa Conversión de glucosa a fructosa 
Ciclodextrina glicosiltransferasa Producción de ciclodextrina 
Xilanasa Reducción de la viscosidad 
Proteasa Liberación de nutrientes para levaduras  
Lacasa Deslignificación para producción de bioetanol 
Alimentos (incluye lácteos) 
Proteasa Coagulación de la leche, leches maternizadas, modificación del sabor 
Lipasa Modificación del sabor de quesos 
Lactasa Remoción de lactosa de la leche 
Pectina metil estearasa Reafirmante de productos a base de frutas 
Pectinasa Procesamiento de productos a base de frutas 
Transglutaminasa Modificación de propiedades visco-elásticas 
Catalasa Tratamiento de envoltorios de alimentos 
Panificación 
Amilasa Aporta suavidad y volumen al pan 
Xilanasa Acondicionamiento de masas 
Lipasa Acondicionamiento y estabilización de masas (emulsificante in situ) 
Fosfolipasa Acondicionamiento y estabilización de masas (emulsificante in situ) 
Glucosa oxidasa Fortalecimiento de la masa 
Lipoxigenasa Fortalecimiento de la masa, blanqueamiento del pan 
Proteasa Aporta estasticidad a la masa 
Transglutaminasa Mejora la consistencia y elasticidad 
Alimentos para animales 
Fitasa Asimilación del fósforo 
Xilanasa Aumenta la absorción  
β-Glucanasa Aumenta la absorción  
Bebidas 
Pectinasa Procesamiento de jugos de frutas 
Amilasa Tratamiento de jugos, cerveza sin alcohol 
β-Glucanasa Maceración 
Acetolactato descarboxilasa Maduración de cerveza 
Lacasa Clarificación de jugos, sabor de cervezas, tratamiento de corchos 
Textil 
Celulasa Suavizante de algodón 
Amilasa Desengomado (extracción del almión de la fibra) 
Pectato liasa Fregado 
Catalasa Blanqueador 
Lacasa Blanqueador 
Proteasa Tratamiento de lana y seda 
Peroxidasa Remoción de exceso de colorante 
Pulpa y papel 
Lipasa Control de resina, control de contaminantes 
Proteasa Tratamiento de lana y seda 
Amilasa Recubrimiento de almidón, desentintado, mejoramiento del drenaje 
Xilanasa Reforzador de blanqueador 
Celulasa Desentintado, mejoramiento del drenaje, modificación de la fibra 
Lacasa Deslignificación, control de resina 
Grasas y aceites 
Lipasa Transesterificación 
Fosfolipasa Desgomado (eliminación de fosfolípidos), producción de lisolecitina 
Síntesis orgánicas 
Lipasa Resolución de alcoholes quirales y amidas 
Acilasa Síntesis de penicilina semisintética 
Nitrilasa Síntesis de ácidos carboxílicos enantiopuros 
Cuero 
Proteasa Eliminación del pelo de la superficie del cuero 
Lipasa Neutralización o desacidificación 
Cuidado personal 
Aminoglucosidasa Antimicrobiano (combinado con glucosa oxidasa) 
Glucosa oxidasa Blanqueado, antimicrobiano 
Peroxidasa Blanqueado, antimicrobiano 
Tabla I.1: Enzimas utilizadas en diversas áreas industriales y su aplicación. Adaptada de Kirk et al. (2002). 
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Las propiedades requeridas para las enzimas industriales dependerán de la aplicación 
particular, pero generalmente deberían: ser razonablemente estables, al menos en presencia 
de un estabilizante, en líquido, inmovilizadas o liofilizadas; ser fáciles de usar, conservar y 
manipular; presentar la especificidad deseada y ser sencillas de producir a partir de fuentes 
fácilmente disponibles y a bajo costo (Wiegel y Ljungdahl, 1986).  
Particularmente, se describirán dos enzimas con aplicación industrial, una fosfolipasa y una 
lacasa, ya que se volverá sobre ellas a lo largo del manuscrito. 
II.2.3 Fosfolipasas 
Los fosfolípidos están presentes en todos los organismos vivos. Son el mayor componente 
de las membranas biológicas junto con glicolípidos y colesterol. Existen enzimas que clivan 
en varios enlaces a los fosfolípidos y se denominan fosfolipasas. En los organismos, estas 
enzimas juegan diversos roles desde la hemólisis en el veneno de serpientes, la 
transducción de señales, la producción de mediadores lipídicos, la digestión en los seres 
humanos, entre otras. Aunque todas las fosfolipasas tienen como sustrato fosfolípidos, 
varían en el sitio de acción sobre el fosfolípido.  
Las fosfolipasas A1 (fosfatidilcolina 1-acilhidrolasa, EC 3.1.1.32) y A2 (fosfatidilcolina 2-
acilhidrolasa, EC 3.1.1.4) pertenecen a las acilhidrolasas, que hidrolizan los enlaces éster 1 
y 2 del fosfolípido respectivamente, produciendo así un ácido graso y un lisofosfolípido. La 
fosfolipasa que hidroliza ambos enlaces acil éster se denomina fosfolipasa B (EC 3.1.1.5); 
tiene acción de fosfolipasa A y lisofosfolipasa (cataliza la hidrólisis de 
monoacilfosfolípidos a glicerofosfolípidos), produciendo dos ácidos grasos libres y un 
glicerofosfolípido. Las fosfolipasas C (fosfatidilcolina colinafosfohidrolasa, EC 3.1.4.3) y 
D (fosfatidilcolina fosfatidohidrolasa, EC 3.1.4.4) son fosfodiesterasas. La fosfolipasa C 
cliva el enlace glicerofosfato liberando diacilglicerol y el grupo polar fosforilado, mientras 
que la fosfolipasa D cliva el enlace del fosfato con el grupo polar, liberando ácido 
fosfatídico y el grupo polar (Alolou et al., 2012). En la figura I.10 se representa el sitio de 
acción de cada una. El uso de un medio orgánico hace posible revertir algunas de estas 
reacciones para sintetizar fosfolípidos utilizando fosfolipasas como catalizadores. Por lo 
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tanto, fosfolipasas A1, A2 y B pueden incorporar ácidos grasos libres a lisofosfolípidos 
mediante actividades aciltransferasa y transacilasa (Borrelli y Trono, 2015). 
 
Figura I.10: Sitio de acción de las diversas fosfolipasas sobre fosfolípidos. Descripción general de un 
fosfolípido, donde X es el grupo polar del fosfolípido (e.g. colina, etanolamina, inositol). Los sitios de clivaje 
hidrolítico de los tipos de fosfolipasas se representan con flechas. PLA: fosfolipasa A; PLB: fosfolipasa B; 
PLC fosfolipasa C; PLD fosfolipasa D. Reproducida de Alolou et al. (2012).  
Las fuentes de fosfolipasas son variadas, incluyendo animales, plantas y microorganismos. 
Sin embargo, las microbianas ocupan la posición predominante como biocatalizadores en la 
industria. De hecho, de acuerdo con la lista de enzimas compiladas por la Association of 
Manufactures and Formulators of Enzymes Products (AMFEP, 
www.amfep.org/content/list-enzymes) y actualizada en mayo de 2015, las principales 
fuentes de fosfolipasas utilizadas en procesos industriales son los hongos, seguidos por 
levaduras, bacterias y animales.  
Dentro de las dos primeras, PLAs de Fusarium oxysporum, Thermomyces lanuginosus, 
Aspergillius niger y Trichoderma reesei se han comercializado y se utilizan en el 
desgomado de aceites vegetales.  El desgomado es la primera etapa del refinado y consiste 
en la remoción del material hidratable, como fosfolípidos, ceras, sustancias proteicas, 
coloides o partículas pequeñas en emulsión, etc., que con el tiempo pueden polimerizar y/o 
precipitar, disminuyendo el rendimiento en las etapas subsiguientes y la calidad final del 
aceite. PLAs y PLBs de A. oryzae y A. niger se han utilizado en gran medida en la industria 
alimentaria, por ejemplo como emulsionante, en la industria de la panificación y láctea, 
entre otras. PLDs de cepas de Actinomycete también se encuentran disponibles 
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comercialmente y se utilizan en procesos industriales, debido a su alta capacidad de 
transfosfatidilación e hidrólisis (Casado et al., 2012).  
Entre las fosfolipasas bacterianas, existen PLA2, PLB y PLC que se producen a partir de 
Streptomyces violaceoruber y Pseudomona fluorescens y se utilizan en el desgomado de 
aceites vegetales. PLDs de cepas de Streptomyces se utilizan en la industria alimentaria 
(Casado et al., 2012). 
Más de un 86% de todas las fosfolipasas recombinantes se han expresado en E. coli, siendo 
la mitad de ellas PLA2s, seguidas de PLCs, PLDs, PLA1s y PLBs (Borrelli y Trono, 2015). 
Dentro de las fosfolipasas presentes en plantas se encuentran las patatinas, que forman una 
familia muy estudiada de fosfolipasas. Estas representan el 40% del total de las proteínas 
solubles de la papa y tienen actividad acil hidrolasa, clivando los ácidos grasos de los 
fosfolípidos de membrana (Mignery et al., 1988). Algunos dominios presentes en otras 
familias de fosfolipasas (como en fosfolipasas A), son dominios de tipo patatina (Rydel et 
al., 2003). 
II.2.4 Lacasas 
Las lacasas (benzenodiol-dioxígeno oxidorreductasa, EC 1.10.3.2) son enzimas con 
actividad fenoloxidasa que catalizan la oxidación de un amplio rango de compuestos 
aromáticos en un proceso acoplado a la reducción del oxígeno molecular a agua. Pertenecen 
a la familia proteica de las multicobre oxidasas, conteniendo generalmente 4 átomos de 
cobre en su centro catalítico (Thurston, 1994).  
Las lacasas son enzimas conocidas y estudiadas desde finales del siglo XIX. Se 
descubrieron en el látex del árbol Rhus vernicifera (Yoshida, 1883), lo que dio origen al 
nombre de la enzima (del latín medieval lacca= laca o barniz). En plantas, este tipo de 
enzimas intervienen en la síntesis de lignina y en el proceso de respuesta primaria. 
Luego, se descubrieron lacasas en hongos (Bertrand, 1896), cuya función principal es la 
producción de la pigmentación de conidios y la síntesis de la pared celular (Thurston, 
1994). Las lacasas fúngicas son producidas por varios grupos taxonómicos como 
ascomicetos, deuteromicetos y basidiomicetos (Giardina et al., 2010). Los hongos de 
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pudrición blanca son los mayores productores de lacasa, y se caracterizan por degradar la 
lignina eficientemente dejando sustrato lignocelulósico enriquecido en celulosa (Gochev y 
Krastanov, 2007). Algunos de los hongos de pudrición blanca productores de lacasa son 
Agaricus bisporus, Botytis cinerea, Lentinus tigrinus,  Pleurotus ostreatus, entre otros 
(Gochev y Krastanov, 2007). 
Actualmente se sabe de su existencia en insectos (Dittmer et al., 2009), bacterias 
(Diamantidis et al., 2000) y arqueas (Uthandi et al., 2010), lo que demuestra su amplia 
distribución en la naturaleza, así como su implicación en un gran número de procesos 
biológicos diferentes.  
Las lacasas bacterianas pueden ser tanto extracelulares como intracelulares y han sido 
mucho menos estudiadas que las fúngicas. La primera lacasa descripta en bacterias fue la 
producida por la bacteria de la rizosfera Azospirillum lipoferum (Givaudan et al., 1993), 
importante en procesos de pigmentación y utilización de compuestos fenólicos producidos 
por la planta, así como en el transporte de electrones. La siguiente lacasa bacteriana 
descubierta fue una polifenoloxidasa producida por la bacteria marina Marinomonas 
mediterranea, caracterizada por su capacidad de oxidar tirosina aparte de los sustratos 
típicos de las lacasas (Sánchez-Amat et al., 2001). Una de las lacasas bacterianas más 
estudiadas es la lacasa CotA, un componente de la cubierta de las endoesporas de Bacillus 
subtilis, que fue la primera lacasa bacteriana cristalizada (Enguita et al., 2003). CotA 
participa en la biosíntesis de un pigmento de color pardo de la espora, que parece ser 
responsable de la protección frente a la radiación UV y al peróxido de hidrógeno (Martins 
et al., 2002). 
Además de las fuentes microbianas de lacasas mencionadas, existen estudios que 
demostraron presencia de proteínas con actividad lacasa en metagenomas de diversos 
ambientes, como muestras de suelos (Kellner et al., 2008) o microbiota de rumen bovino 
(Beloqui et al., 2006). 
El número de secuencias de ADN correspondiente a lacasas va aumentando año a año en 
las bases de datos, la mayoría de ellas proveniente de hongos, aunque gran parte 
corresponde a genes putativos de lacasas, por lo que el número desciende ampliamente 
cuando se trata de lacasas caracterizadas experimentalmente. Las lacasas fúngicas se han 
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sobreexpresado heterólogamente en S. cerevisiae, T. reesei, P. pastoris y A. nidulans, entre 
otros microorganismos, mientras que las bacterianas se han sobreexpresado únicamente en 
E. coli y B. subtilis (e.g. Guan et al., 2014; Guan et al., 2015). 
Poseen un amplio espectro de aplicaciones debido a su baja especificidad de sustrato y 
poder oxidativo (Shraddha et al., 2011). Algunas de sus aplicaciones más importantes y 
estudiadas comprenden la industria papelera y la degradación de colorantes en la industria 
textil (Liu et al., 2015). En la industria alimentaria se utiliza para aumentar la resistencia de 
la masa de harina y gluten, y para eliminar la turbidez de jugos de frutas, cervezas o vino 
(Osma et al., 2010). También se encuentran ejemplos de su utilización en la industria 
cosmética (Golz-Berner et al., 2004). Actualmente, una aplicación biotecnológica relevante 
de las lacasas se relaciona con la producción de bioetanol a partir de biomasa 
lignocelulósica (Christopher et al., 2014), en donde juegan un rol importante en el pre-
tratamiento de la biomasa vegetal, mejorando la accesibilidad de los polisacáridos al 
posterior ataque enzimático para producir azúcares fermentables que lleven a la producción 
del etanol. 
II.3 Antecedentes del laboratorio 
En el laboratorio de biología molecular del IMyZA, se ha llevado a cabo el aislamiento de 
bacterias termofílicas de aguas termales de la provincia de Salta, en Argentina. La 
obtención de los aislamientos se realizó utilizando medios basales especiales, 
seleccionando colonias en cultivos donde se observó crecimiento a 70 ºC. Se obtuvieron 
dos aislamientos de bacterias que presentan crecimiento a 70 ºC. En la figura I.11-A se 
observa el crecimiento en medio sólido formando colonias pequeñas, aplanadas, de aspecto 
rugoso y anaranjadas igual a otras especies del género Thermus que forman pigmentos 
carotenoides. Las observaciones en microscopio electrónico (fig. I.11-B) muestran en 
promedio bastones de 4 μm de largo por ~0,5-1 μm de ancho, ausencia de flagelos y 
presencia de fimbrias en toda la superficie de la bacteria. El análisis filogenético utilizando 
la secuencia nucleotídica del gen codificante de la subunidad pequeña (16S) del ARN 
Introducción - Thermus y sus enzimas termofílicas 
28 
 
ribosomal de uno de ellos permitió determinar que se agrupa con bacterias del género 
Thermus y se lo ha denominado Thermus sp. 2.9. 
 
 
Figura I.11: Morfología de Thermus sp. 2.9. A- Colonias en medio M9 a las 60 hs de crecimiento a 70 °C. En 
el recuadro la imagen se encuentra aumentada 3,5 veces; B- Micrografía electrónica. Magnitud indicada con 
barra de referencia. 
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III Bacillus thuringiensis - Revisión de literatura 
III.1 Generalidades 
Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram positiva, con forma de bastón, anaerobia 
facultativa, de alimentación quimioorganótrofa y formadora de esporas que no provocan el 
hinchamiento del perfil bacilar. Ha sido aislada de diferentes partes del planeta a partir de 
una gran variedad de ecosistemas, incluyendo suelo, agua, insectos muertos, polvo de los 
silos, hojas de árboles, diversas coníferas y mamíferos insectívoros, así como de tejidos 
humanos con necrosis severa (Palma et al., 2014).  
Las cepas de B. thuringiensis producen una gran variedad de proteínas insecticidas activas 
contra larvas de diversos órdenes de insectos, y en algunos casos, especies de otro phylum. 
Esto condujo a que hoy en día sea uno de los insecticidas biológicos más comercializados 
(Roh et al., 2007; Schnepf et al., 1998), ya que sus genes codificantes de proteínas 
insecticidas han sido utilizados con éxito en nuevas formulaciones de productos 
insecticidas y en la generación de plantas transgénicas (Sanchis, 2011). 
Se diferencia de otros bacilos relacionados por la formación de inclusiones cristalinas 
parasporales durante la fase de crecimiento estacionario. Estos cristales pueden presentar 
una gran variedad de formas y tamaños dependiendo de las proteínas que formen. Se 
encontraron cristales bipiramidales, cúbicos, romboidales, esféricos, rectangulares, 
triangulares e irregulares, algunos de los cuales presentan toxicidad para ciertas especies de 
insectos (Iriarte y Caballero, 2001).  
III.2 Biología de B. thuringiensis 
El ciclo biológico de B. thuringiensis comienza con la germinación de las esporas. En la 
naturaleza esto ocurre cuando las condiciones ambientales y nutricionales son favorables, 
generalmente en el hemocele del insecto contaminado y, aunque menos probable, en otro 
tipo de sustratos como en el suelo. La bacteria, aunque es anaerobia facultativa, crece y 
prolifera activamente en condiciones aerobias. La temperatura óptima de crecimiento de B. 
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thuringiensis se encuentra entre 26-30 °C, aunque también lo puede hacer entre 15-45 °C, 
con el riesgo de pérdida de plásmidos a temperaturas mayores a 32 °C. El pH óptimo de 
crecimiento es cercano al neutro, pero puede crecer adecuadamente en valores entre 5,5 y 
8,5 (Bernhard y Utz, 1993; Iriarte y Caballero, 2001). En el laboratorio crece en gran 
variedad de medios de cultivo no selectivos, siendo el LB uno de los más utilizados. 
La fase vegetativa de crecimiento finaliza cuando se produce el empobrecimiento de los 
nutrientes del medio, lo que induce la esporulación, coincidiendo con el cambio de fase de 
crecimiento exponencial a fase estacionaria. En esta fase, en la cual la célula se denomina 
esporangio, se produce la formación de la endospora y del cristal en simultáneo (Bucher, 
1981). El ciclo termina con la fase lítica, en la cual se rompe la exospora y se liberan los 
cristales al medio. Las esporas pueden sobrevivir en un estado metabólicamente inactivo 
durante largos períodos de tiempo hasta encontrar las condiciones adecuadas para la 
germinación. 
III.3 Taxonomía y genética de B. thuringiensis 
Pertenece a la familia Bacillaceae ubicándose dentro del grupo 1 del género Bacillus. 
Forma parte del grupo de Bacillus cereus, el que incluye a B. anthracis, B. cereus, B. 
mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis, entre otros miembros agregados 
durante los últimos años (Jung et al., 2010; Jung et al., 2011; Saman et al., 2010), y se 
encuentra más relacionado a los dos primeros. Morfológica y bioquímicamente sólo se 
diferencia de los mencionados por la presencia del cristal parasporal y sus propiedades 
insecticidas. Además, su gran parecido genético ha llevado a la sugerencia que B. 
thuringiensis, B. cereus y B. anthracis son miembros de una sola especie, Bacillus cereus 
sensu lato (Helgason et al., 2000). Actualmente se considera a B. cereus como la especie 
parental, a partir de la cual han derivado los otros miembros del taxón, incluyendo a B. 
thuringiensis y B. anthracis, los cuales han adquirido elementos extracromosomales que 
codifican cristales proteicos en el caso de B. thuringiensis, o la toxina letal de pX01 en el 
caso de B. anthracis (González et al., 1981; Hu et al., 2009). 
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B. thuringiensis se clasifica en 84 serovares mediante serología del antígeno flagelar H. 
Aunque es un método sencillo de aplicar, tiene sus limitaciones ya que clasifica a las cepas 
en base a la composición proteica de sus flagelos, sin tener en cuenta otros factores que 
determinan la variabilidad de la especie. De hecho, no se pudo establecer relación entre 
estos serovares y su actividad insecticida.  
Existe una enorme variabilidad dentro de la especie B. thuringiensis. Hasta octubre de 2015 
se encuentran depositados en la base de datos de GenBank 67 genomas de B. thuringiensis, 
de los cuales 26 se encuentran completos. Los rangos de tamaño del genoma van desde 
5,29 a 6,85 Mpb, y todos ellos presentan un cromosoma y uno o más plásmidos circulares. 
El constante incremento en el número de genomas publicados refleja la activa investigación 
en la búsqueda de nuevos genes codificantes de proteínas insecticidas. 
III.3.1 Plásmidos de B. thuringiensis 
Hasta el momento se ha reportado la secuencia completa de 207 plásmidos en la base de 
datos de GenBank. El tamaño de los plásmidos varía entre 2 y 761 kpb; y pueden 
encontrarse perfiles muy distintos y complejos por cepa, encontrando desde uno hasta 
veinte. Este último es el caso de Bacillus thuringiensis serovar kurstaki str. YBT-1520, en 
donde el tamaño de los 20 plásmidos varía entre 2 kbp y 416 kpb.  
Los plásmidos pequeños, de menos de 20 kpb, tienen funciones principalmente atribuidas al 
proceso de replicación y movilización (Andrup et al., 2003, Zhang et al., 2007; Amadio et 
al., 2009). Generalmente no codifican genes insecticidas, por lo que son clasificados como 
crípticos. Están presentes en un alto número de copias, generalmente 20 copias por 
cromosoma. La mayoría de los plásmidos pequeños de bacterias Gram positivas se replican 
por un mecanismo de círculo rodante asimétrico (RCR, Rolling Circle Replication; Andrup 
et al., 2003). 
Los plásmidos de mayor tamaño son los que llevan los genes insecticidas. B. thuringiensis 
codifica gran cantidad de elementos móviles, entre ellos secuencias de inserción y 
transposones, generalmente situados cerca de los genes codificantes de toxinas, facilitando 
así la movilidad intra/inter genoma y el surgimiento de cepas con nuevas especificidades 
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insecticidas (Mahillon et al., 1994). Estos plásmidos (Berry et al., 2002; Han et al., 2007; 
Hoffmaster et al., 2004; Rasko et al., 2004) se replican mayoritariamente en bajo número de 
copias por un mecanismo de replicación de tipo theta. Dentro de ellos, un gen rep codifica 
la proteína iniciadora de la replicación (Rep), la cual se une al origen de replicación e 
induce la apertura de las hebras de ADN. Se utiliza un primer de ARN para la síntesis de 
las cadenas, que puede ocurrir tanto unidireccional como bidireccionalmente (del Solar et 
al., 1998). Muchos plásmidos de gran tamaño del grupo de B. cereus (e.g. Tinsley et al., 
2004; van der Auwera et al., 2005) pertenecen a la familia de replicones pAMβ1 de 
Enterococcus faecalis, cuyo mecanismo de replicación ocurre unidireccionalmente.  
El primer megaplásmido secuenciado corresponde a pBtoxis de B. thuringiensis subsp 
israelensis (Berry et al., 2002). En su secuencia se encuentran cuatro genes insecticidas cry 
(cry4Aa, cry4Ba, cry10Aa y cry11Aa) y dos genes cyt (cyt1Aa y cyt2Ba). Además contiene 
pequeñas secuencias que codifican fragmentos de toxinas; por ejemplo los CDSs pBt025 y 
pBt026 codifican dos segmentos que presentan homología con la región central de la toxina 
de tipo Cry28Aa, y pBt053 que presenta homología con el segmento carboxi-terminal de 
una proteína de tipo Cry26Aa (Wojciechowska et al., 1999). Más de un 23% de los genes 
de pBtoxis presenta similitud con genes relacionados a transposones, indicando que ocurrió 
una cantidad considerable de cambios en la historia evolutiva del ADN de pBtoxis. 
III.4 Proteínas insecticidas de B. thuringiensis 
La actividad insecticida de B. thuringiensis se debe principalmente a los cristales 
parasporales, compuestos por proteínas Cry o, en menos ocasiones, Cyt. Mientras muchas 
proteínas Cry se utilizan ampliamente para el control de plagas de insectos en la 
agricultura, otras no tienen especificidad contra invertebrados y se las denomina 
parasporinas. Un grupo de ellas (como Cry31A y Cry41A, entre otras) muestra una fuerte 
especificidad contra células cancerosas humanas de distintos orígenes.  
Existen aislamientos de B. thuringiensis que pueden sintetizar otras proteínas insecticidas 
durante la fase de crecimiento vegetativo; las cuales son posteriormente secretadas al medio 
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de cultivo y se han designado como Vip (Vegetative insecticidal proteins) (Estruch et al., 
1996; Warren, 1997) y Sip (Secreted insecticidal protein) (Donovan et al., 2006).  
Los cristales de B. thuringiensis y las toxinas solubles secretadas tienen alta especificidad y 
han ganado importancia en todo el mundo como una alternativa ambientalmente segura a 
los insecticidas químicos. La utilidad de estas proteínas insecticidas también ha motivado la 
búsqueda de nuevos aislamientos de B. thuringiensis de los hábitats más diversos con el fin 
de identificar y caracterizar nuevas proteínas insecticidas con diferentes especificidades. 
Además, existe un número variado de factores de virulencia inespecíficos extracelulares, 
entre ellos fosfolipasas, β-exotoxinas, proteasas, quitinasas, que se encuentran distribuidos 
dentro de los distintos serovares de B. thuringiensis y otros miembros del grupo B. cereus 
(Sauka y Benintende, 2008).  
III.4.1 Nomenclatura de toxinas de B. thuringiensis 
El primer sistema de nomenclatura para toxinas Cry, las clasificaba en familias 
representadas por números romanos, dependiendo de su actividad insecticida. De esta 
manera, CryI eran específicas para lepidópteros, CryII para lepidópteros y dípteros, CryIII 
para coleópteros y CryIV exclusivas para dípteros (Höfte y Whiteley, 1989). Este sistema 
presentaba algunas complicaciones, entre ellas, tener que ensayar la toxicidad de la toxina 
contra una serie de insectos antes de poder clasificarla, o dificultades con toxinas que 
poseen actividad dual contra coleópteros y lepidópteros (Crickmore et al., 1998). Estas 
complicaciones, sumado al gran incremento en el número de nuevas proteínas insecticidas 
en las bases de datos, llevaron a la creación de una Comisión Internacional de 
Nomenclatura de Delta-Endotoxinas de B. thuringiensis, que implementó una clasificación 
basada exclusivamente en la identidad aminoacídica de las secuencias de las proteínas 
(Crickmore et al., 1998). 
En este nuevo sistema, a una toxina se la nombra según el tipo de proteína seguido de 4 
rankings, asignando números arábigos para la primera y cuarta posición, y letras para la 
segunda y tercera (fig. I.12). De esta manera, a proteínas que comparten una identidad 
menor al 45% con las previamente nombradas, se les asigna un número diferente en el 
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ranking 1 (por ejemplo, Vip1 y Vip2) diferenciándolas en diferentes “familias”; a aquellas 
que comparten una identidad inferior al 78%, se les asigna una letra mayúscula distinta en 
el ranking 2 (por ejemplo, Vip3A y Vip3C), determinando las distintas “clases”; a las que 
comparten una identidad menor a 95% se les asigna una letra minúscula distinta en el 
ranking 3 (por ejemplo, Vip3Aa y Vip3Ab), lo cual diferencia a las “subclases”; y por 
último para diferenciar entre las proteínas que comparten más de un 95% de identidad se 
les asigna un número en el ranking 4 (por ejemplo, Vip3Aa1 y Vip3Aa2). Este último 
número se asigna a cada toxina que fue secuenciada de forma independiente, de manera que 
proteínas con distinto ranking 4 pueden compartir secuencias 100% idénticas (Crickmore et 
al., 1998; Crickmore et al., 2015). Este sistema se aplica a δ-endotoxinas (Cry y Cyt) y 
proteínas secretadas (Vip y Sip) de B. thuringiensis. 
 
Figura I.12: Representación esquemática del actual sistema de nomenclatura utilizado por la Comisión 
Internacional de Nomenclatura de Delta-Endotoxinas de B. thuringiensis. Adaptada de Palma et al. (2014). 
III.4.2 Delta-endotoxinas 
Las proteínas que forman cristales parasporales se generan durante la fase estacionaria de 
crecimiento (Schnepf et al., 1998). Las más conocidas son las δ-endotoxinas, que incluyen 
las proteínas Cry y Cyt. 
III.4.2.1 Proteínas Cry 
El nombre de las proteínas Cry deriva del hecho de que forman cristales parasporales. 
Actualmente constituyen el grupo más grande de proteínas insecticidas producidas por 
especies de Bacillus. La Comisión Internacional de Nomenclatura de Delta-Endotoxinas de 
B. thuringiensis ha clasificado 74 tipos diferentes, depositando en su base de datos 775 
proteínas Cry. Dentro de ellas, las más conocidas son las proteínas Cry de tres dominios, 
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aunque existen otras Cry de un dominio que pertenecen a distintas familias de proteínas. 
Presentan un rango de actividades muy variadas así como específicas, encontrando 
toxicidad contra lepidópteros, dípteros, coleópteros, nemátodos, himenópteros, algunos 
caracoles, y/o células cancerosas humanas de diversos orígenes (Palma et al., 2014). En 
general, es posible correlacionar el tipo de gen cry presente en una determinada cepa o 
aislamiento con su actividad insecticida. Esta correlación se muestra en la figura I.13. 
 
Figura I.13: Vista resumida que muestra el espectro conocido de δ-endotoxinas de B. thuringiensis (Cry y 
Cyt). Cry1A-C (separado por guión) indica un grupo de toxinas Cry1A, Cry1B y Cry1C. Cry1B, I (separado 
por coma) indica toxinas Cry1B y Cry1I. Punto y coma separan grupos o toxinas individuales. Las toxinas 
Cyt se muestran en rojo. Adaptada de Palma et al., 2014. 
Las proteínas Cry poseen un intervalo de masas moleculares que varía entre 50 y 140 kDa. 
Una vez ingeridos por los insectos, los cristales se solubilizan en el intestino medio y las 
toxinas son proteolíticamente activadas por proteasas del intestino que eliminan 
aminoácidos de los extremos amino- y carboxi-terminal de la proteína. Para las protoxinas 
de 130-140 kDa, la activación proteolítica en el extremo carboxi-terminal elimina la mitad 
de la molécula, produciendo un fragmento activo de 60-70 kDa. Esta toxina ahora activa, 
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desarrolla un mecanismo que conduce a la muerte de la larva. Actualmente, existen tres 
mecanismos de acción propuestos (Vachon et al., 2012), aunque el más estudiado y aceptado 
es el modelo “clásico”. En este modelo, la toxina se une a receptores específicos localizados 
en la membrana epitelial del intestino del insecto y luego de un cambio conformacional se 
inserta en la membrana (Bravo et al., 2007), se oligomeriza la toxina, lo cual forma un poro 
que provoca un desequilibrio osmótico y la consecuente lisis celular conduciendo a la 
muerte de la larva (Aronson y Shai, 2001). La muerte puede acelerarse al germinar las 
esporas y proliferar las células vegetativas en su hemocele. 
Las cepas de B. thuringiensis pueden codificar un único gen cry, por ejemplo B. 
thuringiensis svar. kurstaki HD-73, que posee solamente un gen cry1Ac, o también 
presentar perfiles de genes cry múltiples, con hasta ocho genes cry diferentes (González et 
al., 1981; Sauka y Benintende, 2008). 
III.4.2.1.1 Proteínas Cry de tres dominios 
Las toxinas que pertenecen al grupo de toxinas Cry de tres dominios presentan diferencias 
en su secuencia aminoacídica y en su espectro de acción, pero conservan su estructura 
tridimensional en tres dominios (ver dominios I, II y III en color gris en la figura I.14). En 
general, el dominio I de estas proteínas Cry, situado en el extremo N-terminal, está formado 
por 7 estructuras α-hélice, donde una hélice central está rodeada por las otras 6. Este 
dominio participaría en la inserción de la toxina en la membrana de las células intestinales 
del insecto susceptible y en la formación del poro. El dominio II está formado por 3 
láminas de estructura β en antiparalelo y participaría en la interacción con el receptor, por 
lo que sería determinante en la especificidad. El dominio III, es un β-sandwich en 
antiparalelo que también está involucrado en la unión al receptor y la formación del poro 
(Bravo et al., 2007; de Maagd et al., 1999; Xu et al., 2014). Luego de este dominio se 
clivan algunas proteínas de tres dominios Cry y se libera la toxina activa. 
Muy recientemente, Evdokimov et al. (2014) revelaron por primera vez la estructura de una 
protoxina de Cry1Ac (número de acceso PDB: 4W8J), demostrando que la región de la 
toxina ya está plegada en los tres dominios antes del clivaje, y que la región posteriormente 
clivada de la protoxina está formada por 4 dominios. Los dominios IV y VI son                 
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α-helicoidales, mientras que los V y VII tienen una topología de láminas β. La figura I.14 
muestra la estructura tridimensional de esta protoxina. 
 
Figura I.14: Estructura general de un monómero de Cry1Ac, coloreado por dominio: dominios I a III 
(formadores de la toxina) en gris; dominio IV en verde oscuro; dominio V en rojo; dominio VI en verde; 
dominio VII en violeta. Se resaltan y numeran los residuos de cisteína, que dan cuenta de la estabilización de 
los cristales por las uniones disulfuro. Las regiones desordenadas se marcan con líneas azules. Adaptada de 
Evdokimov et al. (2014) 
Además de las toxinas Cry de tres dominios, existen familias de toxinas no relacionadas. 
Por ejemplo, las proteínas Cry15, Cry23, Cry33, entre otras, muestran características de la 
familia ETX_MTX2, que incluye a proteínas de Lysinibacillus sphaericus y a la toxina 
épsilon de Clostridium, y son también producidas por cepas de B. thuringiensis. Otras toxinas 
distintas a las de tres dominios, pertenecen a la familia Toxin_10, como Cry35 y Cry36. Ambas 
familias mencionadas también representan toxinas formadoras de poro aunque no posean los 
tres dominios típicos de la mayoría de las proteínas Cry (Palma et al., 2014). 
III.4.2.2 Proteínas Cyt 
Las δ-endotoxinas tipo Cyt constituyen otro tipo relevante de proteínas insecticidas de B. 
thuringiensis. A diferencia de las proteínas Cry, proteínas Cyt exhiben una actividad 
citolítica general (hemolítica), predominante en algunas cepas, sobre todo en aquellas 
activas contra dípteros (Promdonkoy et al., 2008). Se componen de tres familias altamente 
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relacionadas, Cyt1, Cyt2 y Cyt3. Actualmente se encuentran depositadas 38 proteínas Cyt 
en la base de datos de nomenclatura de δ-endotoxinas (Crickmore et al., 2015). Hasta el 
momento, se ha obtenido la estructura tridimensional de 3 toxinas Cyt (Li et al., 1996; 
Cohen et al., 2008; Cohen et al., 2011) con alta similitud de estructuras, presentando un 
único dominio compuesto de dos capas α-hélice que envuelven una lámina β central. 
III.4.3 Toxinas secretadas 
III.4.3.1 Vip 
Actualmente, existen 169 proteínas Vip clasificadas en cuatro familias llamadas Vip1, 
Vip2, Vip3 y Vip4.  
Vip1 y Vip2 constituyen una toxina binaria. Los genes se transcriben desde un único 
operón de ~4 kpb y codifican proteínas de aproximadamente 100 y 50 kDa, 
respectivamente (Warren, 1997). Fueron identificadas inicialmente en la cepa de B. cereus 
AB78 y en cepas de B. thuringiensis durante la década de los 90´s (Warren et al., 1998). 
Contienen sitios de clivaje por peptidasas señal en su extremo amino-terminal que conduce 
su secreción al medio extracelular. 
Vip1/Vip2 han demostrado actividad tóxica contra diversas larvas de coleópteros (e.g. Bi et 
al., 2015; Warren, 1997) y contra una importante plaga de muchas plantas, Aphis gossypii, 
que pertenece al orden Hemiptera (Sattar y Maiti, 2011). En cuanto al modo de acción de 
esta toxina binaria, Vip2 es el dominio citotóxico, mientras que Vip1 el responsable de la 
unión al receptor y la traslocación de Vip2 dentro de la célula (Barth et al., 2004; Warren, 
1997). Vip2 posee actividad ADP-ribosiltransferasa dependiente de NAD, que modifica la 
actina monomérica impidiendo su polimerización y produciendo un desorden en el 
citoesqueleto que conduce a la muerte celular (Barth et al., 2004). 
A diferencia de Vip1/Vip2, las toxinas Vip3 poseen alrededor de 83 kDa y actúan por sí 
solas de manera similar a las Cry, mediante la formación de poros en la membrana de 
células epiteliales intestinales. Sin embargo, difieren en la unión al receptor, por lo que 
ambos tipos de toxinas no compiten en su sitio de unión (Lee et al., 2003). Se ha 
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demostrado que presentan toxicidad contra una gran variedad de larvas de lepidópteros 
(Estruch et al., 1996).  
En el año 2010 se identificó el único miembro, hasta el momento, del grupo de las toxinas 
Vip4, designado como Vip4Aa1, con un peso molecular aproximado de 108 kDa 
(Crickmore et al., 2015). Las propiedades insecticidas aún no se conocen, aunque 
filogenéticamente se lo relaciona más a Vip1, por lo que podría ser un componente de una 
toxina binaria. Es posible que Vip4 interactúe con un componente ya identificado, como 
Vip2, para ejercer su toxicidad, o que haya perdido al otro componente, de manera que ya 
no puede conferir toxicidad (Palma et al., 2014). 
III.4.3.2 Sip 
Sólo se conoce un miembro de proteínas de tipo Sip. La proteína Sip1Aa1, de ~41 kDa, se 
obtuvo a partir del sobrenadante de cultivos de la cepa de B. thuringiensis EG2158 
(Donovan et al., 2006). Es la única toxina reportada hasta el momento que es letal contra 
Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae) y que inhibe el crecimiento de 
Diabrotica undecimpunctata howardi (Coleoptera: Chrysomelidae) y D. virgifera virgifera 
(Donovan et al., 2006). Muestra una baja pero significativa similitud con Mtx3, una toxina 
de la familia ETX_MTX2, lo cual sugiere que el mecanismo de acción puede ser el de 
formación de poros, aunque no se ha dilucidado hasta el momento.  
III.5 Usos de B. thuringiensis 
III.5.1 Bioinsecticidas a base de B. thuringiensis 
El uso de insecticidas biológicos en la agricultura es significativamente menor que el de los 
insecticidas químicos, sin embargo, desde hace tiempo se buscan alternativas ecológicas 
que reemplacen a los químicos y controlen de manera eficiente a los insectos plaga. 
Los bioinsecticidas incluyen en su formulación una mezcla de cristales y esporas de B. 
thuringiensis como ingrediente activo. Estos productos presentan algunas limitaciones, 
como una especificidad restringida a ciertos órdenes de insectos, potencia baja y toxicidad 
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residual corta. Sin embargo, han sido los agentes de control biológico más utilizados (Brar 
et al., 2006; Sauka y Benintende, 2008). 
Existen diferentes tipos de bioinsecticidas a base de B. thuringiensis (Sauka y Benintende, 
2008). Los conocidos como de primera generación, son aquellos en cuya formulación se 
incluye una mezcla de cristales y esporas de una cepa de B. thuringiensis como ingrediente 
activo. Están disponibles en diferentes formulaciones tanto sólidas como líquidas y abarcan 
la mayor proporción de productos comerciales. Estos productos se utilizan en el sector 
agrícola, principalmente para el control de lepidópteros en cultivos de maíz, trigo, sorgo, 
soja, algodón y frutales. 
Los productos de segunda generación están formados por mezclas de esporas y cristales 
provenientes de una cepa de B. thuringiensis a la cual se le introdujo genes que codifican  
δ-endotoxinas presentes en otras cepas, ampliando de esta manera su espectro de actividad 
hacia otros insectos. 
Los bioinsecticidas de tercera generación contienen bacterias recombinantes que han sido 
modificadas genéticamente con genes cry, o cepas de B. thuringiensis modificadas con 
genes que codifican otros factores de virulencia distintos de las δ-endotoxinas. Se han 
desarrollado para resolver algunas limitaciones de inadecuada aplicación y corta toxicidad 
residual.  
III.5.2 Plantas transgénicas 
El desarrollo de plantas transgénicas que expresen δ-endotoxinas de B. thuringiensis ha 
marcado un punto de inflexión en la aplicación de estas toxinas para el control de plagas. 
Representa una solución al problema de la baja persistencia en el medio ambiente y permite 
localizar su expresión de forma dirigida en diferentes órganos de la planta o estado de 
desarrollo. El primer informe de una planta transgénica con un gen cry de B. thuringiensis 
se publicó en el año 1987 (Vaeck et al., 1987) para la planta de tabaco. De ahí en adelante, 
al menos diez tipos de genes cry se introdujeron en diversas especies vegetales (Sauka y 
Benintende, 2008), contando hoy en día en Argentina con cultivos de maíz y algodón 
transgénicos. 
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Los beneficios de la expresión de proteínas en plantas incluyen la disminución de 
aplicaciones de insecticidas, la producción continua de la toxina y la inocuidad para el 
medio ambiente y para las poblaciones de insectos benéficos, entre otras. 
Todo esto muestra la conveniencia de la manipulación genética como una estrategia tanto 
como para generar plantas transgénicas, como para incrementar la eficacia de los 
bioinsecticidas a base de B. thuringiensis. Además, la posibilidad de transferir genes de B. 
thuringiensis permite el uso de proteínas recombinantes con nuevas especificidades, 
aumento de la actividad y estabilidad, produciendo toxinas que puedan hacer frente a 
problemas de resistencia. 
III.6 Antecedentes del laboratorio 
En la búsqueda de nuevas proteínas insecticidas, en nuestro laboratorio se secuenció el 
ADN extracromosomal de la cepa B. thuringiensis INTA Fr7-4. Dicha cepa fue aislada de 
suelos de la provincia de Misiones y produce cristales atípicos. Se determinó la secuencia 
completa de tres plásmidos pFR55, pFR12.5 y pFR12 en los que no se encontraron genes 
insecticidas (Amadio et al., 2009). Sin embargo, en varios clones aislados de la biblioteca 
de ADN construida para llevar a cabo la secuenciación se encontraron insertos con 
secuencias similares a genes insecticidas. Este hallazgo condujo a la obtención de la 
secuencia completa de dos genes cry8 y la secuencia de un gen vip2. Uno de los dos genes 
cry8 se expresó exitosamente en E. coli y en B. thuringiensis bajo dos promotores distintos, 
uno dependiente y otro independiente de la esporulación generando una proteína de 130 
kDa y la formación de cristales visibles al microscopio óptico.  
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Objetivos generales: 
El objetivo general de este trabajo es la obtención de la secuencia genómica completa de 
aislamientos bacterianos autóctonos, la identificación de sus genes y el estudio de genes 
seleccionados por su potencial biotecnológico para el desarrollo de nuevas actividades o 
variantes que mejoren los sistemas productivos agrícola/industriales actuales.  
 
Objetivos específicos: 
1. Ensamblar secuencias y evaluar estrategias de cerrado de gaps del genoma de los 
aislamientos: Thermus sp. 2.9 y B. thuringiensis INTA Fr7-4. 
2. Predecir genes y actividades de las proteínas codificadas en ambos genomas 
mediante herramientas bioinformáticas. 
3. Analizarlos comparativamente con genomas modelo dentro de cada género. 
4. Expresar 2 enzimas termofílicas de Thermus sp. 2.9 seleccionadas de acuerdo a su 
potencial valor biotecnológico y 2 proteínas insecticidas de B. thuringiensis INTA 
Fr7-4. 
5. Caracterizar la actividad de las enzimas y la toxicidad de las proteínas insecticidas. 
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Estrategia: 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Materiales y 
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I Soluciones y medios de cultivo 
Solución y concentración stock Composición Concentración 
TBE (Tris-borato-EDTA) 10X 
Tris  
Ácido bórico 
EDTA 
108 g/l 
55 g/l 
8,3 g/l 
TE (Tris-EDTA) 10:1 1X 
Tris-HCl pH 8 
EDTA 
10 mM 
1 mM 
TE (Tris-EDTA) 10:10 1X 
Tris-HCl pH 8 
EDTA 
10 mM 
10 mM 
GTE 1X 
Glucosa 
Tris 
EDTA 
50 mM 
25 mM 
5 mM 
Buffer de lisis celular 1X 
Tris-HCl pH 6,8 
KCl 
DTT 
Tritón X-100 
20 mM 
20 mM 
1 mM 
0,2% (v/v) 
Buffer de carga para SDS-PAGE 2X 
Tris-HCl pH 6,8 
Glicerol 
SDS 
β-mercaptoetanol 
Azul de bromofenol 
62,5 mM 
10% (v/v) 
2% (p/v) 
5% (v/v) 
0,025 (p/v) 
Medios de cultivo Composición Concentración 
LB (Luria-Bertani) pH 7 1X 
Triptona 
Extracto de levadura 
NaCl 
10 g/l 
5 g/l 
10 g/l 
BM (Benintende y Cozzi, 1996) 1X 
Extracto de levadura 
Almidón 
Glucosa 
MnSO4.H2O 
MgSO4.7H20 
K2HPO4 
KH2PO4 
NaCl 
4 g/l 
2,5 g/l 
5 g/l 
0,1 g/l 
0,25 g/l 
2,5 g/l 
1 g/l 
2,5 g/l 
TB (Terrific Broth) 1X 
Enzima caseolítica 
Extracto de levadura 
K2HPO4 anhidro 
KH2PO4 anhidro 
11,8 g/l 
23,6 g/l 
9,4 g/l 
2,2 g/l 
SOC 1X 
Triptona 
Extracto de levadura 
NaCl 
KCl 
MgCl2 
MgSO4 
Glucosa 
20 g/l 
5 g/l 
10 mM 
2,5 mM 
10 mM 
10 mM 
20 mM 
M9 1X 
KCl 
NaCl 
CaCl2 
MgSO4 
NaHCO2 
Triptona 
Peptona 
Extracto de levadura 
0,2 g/l 
5 g/l 
0,1 g/l 
0,5 g/l 
0,2 g/l 
5 g/l 
5 g/l 
2 g/l 
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En los medios sólidos se agregó agar bacteriológico a una concentración de 1,5%, con 
excepción del medio M9 en el cual se agregó a una concentración de 3%. 
II Aislamientos utilizados y condiciones de cultivo 
II.1 Aislamiento utilizado de Thermus sp. y condiciones de cultivo 
Para el presente estudio se utilizó el aislamiento nativo Thermus sp. 2.9, obtenido por 
nuestro grupo de trabajo de aguas termales de la provincia de Salta. Para su cultivo se 
utilizó el medio líquido M9 a 250 rpm de agitación y 65 ºC durante 3 días. El aislamiento 
se conservó en glicerol 15% a -70 ºC. 
II.2 Aislamiento utilizado de B. thuringiensis y condiciones de cultivo  
Se estudió el aislamiento nativo B. thuringiensis INTA Fr7-4 de la colección de bacterias 
entomopatógenas del IMyZA, obtenido de muestras de suelo de la provincia de Misiones. 
Para la expresión en B. thuringiensis se utilizó la cepa acristalífera curada de plásmidos 
4Q7 serovar israelensis, provista por el Centro de Investigación y de Estudios Avanzados 
del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV, Irapuato, México). Los cultivos de B. 
thuringiensis crecieron a 250 rpm de agitación y 30 ºC durante 48 y 72 hs (hasta autólisis) 
en medio líquido BM o por 16 hs en medio LB líquido o agarizado, dependiendo del 
ensayo. Tanto B. thuringiensis INTA Fr7-4 como 4Q7 se conservaron en glicerol 15% a      
-70 ºC. 
III Microscopía óptica y electrónica  
Para la observación del aislamiento INTA Fr7-4 y de las células de B. thuringiensis 
recombinantes se utilizó un microscopio de contraste de fase (Olympus BX51) y las 
imágenes se capturaron con una cámara digital CoolSnap-Pro cf. Las micrografías de 
microscopía electrónica de barrido fueron adquiridas en la Universidad de Morón, a partir 
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de suspensiones de espora-cristal secas recubiertas con oro. Las de microscopía de 
transmisión de B. thuringiensis INTA Fr7-4 se obtuvieron en el Laboratorio de Microscopía 
y Capacidades Afines (LMyCA) ubicado en el Instituto de Biotecnología del INTA de 
Castelar, siguiendo la metodología descripta por Benintende et al. (2000). 
IV Métodos generales 
IV.1 Aislamiento de ADN genómico 
Para el aislamiento de ADN genómico la bacteria Thermus sp. 2.9 se creció en 80 ml de 
medio líquido M9 a 250 rpm de agitación y 65 ºC durante 3 días. Para B. thuringiensis 
INTA Fr7-4 se utilizó medio líquido LB a 250 rpm de agitación y 30 ºC durante una noche.  
Los cultivos bacterianos se centrifugaron a 4.080 xg, a 4 ºC, durante 15 min. El pellet se 
resuspendió en 9,5 ml de buffer TE 10:1, agregando 1% de SDS y 40 µg/ml de ribonucleasa 
A y se incubó a 37 ºC durante 45 min. Se agregó proteinasa K a una concentración final de 
1 mg/ml y se incubó a 37 ºC durante una hora. Luego, 3,5 ml de NaCl 5M fueron 
adicionados mezclando por inversión y se agregó 3 ml de una solución de CTAB (bromuro 
de hexadecil-trimetilamonio)/NaCl (10% CTAB en NaCl 0,7 M), incubando posteriormente 
a 65 ºC durante 20 min. Se extrajo con igual volumen de cloroformo/alcohol isoamílico 
(24:1) centrifugando a 10.500 xg durante 10 min y se transfirió la fase acuosa a un nuevo 
tubo. La extracción se repitió dos veces con fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1), 
del mismo modo que en el paso anterior. Se precipitó el ADN con 0,6 volúmenes de 
isopropanol, visualizando el ovillo de ADN precipitado, el cual fue separado con un ansa 
descartable y lavado con etanol 70%. Luego de dejarlo secar a temperatura ambiente, se 
resuspendió en 200 µl de buffer TE 10:10. 
IV.2 Amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
Para la amplificación por PCR de fragmentos de ADN genómico se utilizó la enzima 
AccuPrime Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. Las reacciones se armaron en placas de policarbonato de 
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96 pocillos Termoquick (Greiner Bio-One) fraccionado al número de reacciones. Como 
molde se utilizaron 50 ng de ADN genómico en cada reacción. 
Los ciclados se realizaron en el equipo Mastercycler Gradient (Eppendorf) e incluyeron un 
paso de desnaturalización inicial a 94 ºC por 1 min, y 35 ciclos de: 94 ºC por 30 segundos, 
TA ºC por 30 segundos y 72 ºC por L min, donde TA es la temperatura de hibridación de 
los primers y L es el tiempo de elongación, el cual se calculó en 1 min por kpb de producto 
a amplificar. 
Para las PCR de colonia, con un tip estéril se realizó un toque de una colonia y el material 
adherido se resuspendió en 50 µl de agua bidestilada estéril, llevando a ebullición durante 
10 min y centrifugando 1 min a máxima velocidad para precipitar los restos celulares. Se 
utilizaron 2 µl de sobrenadante como ADN molde para las reacciones. 
IV.3 Transformación de células  
IV.3.1 Preparación de células de Escherichia coli electrocompetentes 
Un mililitro de células de E. coli XL-1 Blue MRF’ (Stratagene) crecidas durante una noche 
en medio líquido LB sin NaCl, se incouló en 500 ml del mismo medio e incubó a 250 rpm 
de agitación y 37 ºC, hasta OD = 0,5-0,7 a 600 nm (3 a 4 horas). Los cultivos fueron 
colocados en hielo por 30 min y luego se centrifugaron a 5.900 xg, a 4 ºC, durante 10 min 
en frascos de 200 ml. Cada pellet se resuspedió en 100 ml de agua bidestilada estéril fría y 
se centrifugó igual que en el paso anterior resuspendiendo en 50 ml de glicerol 10% estéril 
frío. La centrifugación se repitió dos veces a 5.900 xg, a 4ºC, durante 15 min. Se reunieron 
todos los pellets resuspendiendo en 4 ml de glicerol 10% estéril frío. Luego de repetir la 
centrifugación se resuspendió finalmente el pellet de células en 1 ml de glicerol 10% estéril 
frío. Las células electrocompetentes fueron conservadas a -70 ºC en alícuotas de 100 µl. 
IV.3.2 Electrotransformación de células de E. coli 
Las células electrocompetentes se descongelaron en hielo y se mezclaron suavemente 40 µl 
con 1 µl de reacción de ligación. La electroporación se realizó en una cubeta (SIGMA) de 
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0,1 cm de distancia entre electrodos enfriada en hielo, con un equipo Gene Pulser (BioRad) 
utilizando 25 µFD de capacitancia, 200 Ω de resistencia y 1,8 kV de voltaje. Mezclando 
suavemente se agregó 1 ml de medio SOC, se incubó a 37 ºC durante 1 hora y luego se 
distribuyeron distintas cantidades en medio LB agarizado con 50 µg/ml de ampicilina como 
agente de selección de las bacterias transformadas. 
IV.3.3 Preparación de células de B. thuringiensis electrocompetentes  
Células electrocompetentes de la cepa B. thuringiensis 4Q7 se prepararon mediante un 
protocolo modificado del reportado por Mahillon y Lereclus (2000). 
Un mililitro de un cultivo crecido toda la noche en medio líquido LB se inoculó en 500 ml 
del mismo medio a 30 ºC y 250 rpm de agitación hasta una OD = 0,5-1 a 600 nm (3 a 4 
horas). Se centrifugó el cultivo a 5.500 xg, a 4 ºC, durante 10 min utilizando frascos de   
200 ml. Luego de descartar el sobrenadante se resuspendieron las células en 200 ml de agua 
estéril fría por cada frasco y se repitió la centrifugación y la posterior resuspensión en agua. 
Nuevamente se repitió la centrifugación resuspendiendo esta vez en 100 ml de agua 
bidestilada estéril fría por frasco y luego en 5 ml de glicerol 10% estéril frío. Las fracciones 
unificadas en un solo frasco se centrifugaron a 5.500 xg, a 4 ºC, durante 15 min 
resuspendiendo el pellet de células finalmente en 2 ml de glicerol 10% estéril frío. Las 
células electrocompetentes fueron conservadas a -70 ºC en alícuotas de 100 µl. 
IV.3.4 Electrotransformación de células de B. thuringiensis 
Para la transformación de B. thuringiensis 4Q7, se utilizó el plásmido shuttle pHT3101 
(Lereclus et al., 1989) y sus construcciones, producidos en primer lugar en E. coli XL-1. 
Las células electrocompetentes se descongelaron en hielo, y se mezclaron 100 µl de células 
con 0,1-1 µg de plásmido en una cubeta de electroporación (SIGMA) de 0,2 cm de 
distancia entre electrodos. Se electroporó en Gene Pulser (BioRad) a 25 µFD de 
capacitancia, 400 Ω de resistencia y 1,4 kV de voltaje. Inmediatamente, se agregó 1,9 ml de 
medio LB, homogeneizando y pasando a un tubo de 50 ml. Para permitir la recuperación de 
las células se incubó a 30 ºC durante 1 hora y luego se distribuyeron diferentes cantidades 
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de la transformación en medio LB agarizado conteniendo 25 µg/ml de eritromicina, como 
agente de selección de las bacterias transformadas. 
IV.4 Minipreparación de ADN plasmídicoPara la purificación de ADN plasmídico de los 
clones obtenidos por transformación de E. coli XL-1 se utilizó el método de extracción por 
lisis alcalina. Los cultivos líquidos se realizaron transfiriendo el material adherido al tocar 
cada colonia con un tip estéril a tubos conteniendo 2 ml de medio TB con el agregado de 50 
µg/ml de ampicilina y se incubaron a 37 ºC toda la noche con agitación de 250 rpm. Los 
cultivos se centrifugaron a 15.000 xg durante 1 min resuspendiendo el pellet 
completamente en 200 µl de GTE. Se agregó 300 µl de una solución fresca de NaOH 0,2 
N/SDS 1%, mezclando por inversión e incubando luego por 5 min en hielo hasta la 
clarificación del cultivo. Se agregó 150 µl de acetato de potasio 3 M, mezclando 
suavemente por inversión y repitiendo la incubación en hielo. Se centrifugó a 15.000 xg 
durante 10 min transfiriendo el sobrenadante a un tubo limpio e incubándolo con 
ribonucleasa A a una concentración final de 10 µg/ml durante 30 min a  37 ºC. Se realizó 
una extracción con 400 µl de cloroformo, mezclando y centrifugando a 15.000 xg durante 1 
min para separar las fases. La fase acuosa se recuperó en un nuevo tubo y se repitió la 
extracción. Posteriormente, se agregó 1 volumen de isopropanol mezclando por inversión y 
se centrifugó a 15.000 xg durante 10 min. El pellet de ADN se lavó con etanol 70%, 
centrifugando a 15.000 xg por 2 min y se secó a temperatura ambiente. Se resuspendió el 
pellet en 40 µl de agua bidestilada estéril. 
IV.5 Construcción de una biblioteca genómica de ADN de Thermus sp. 2.9 en fósmidos 
Se construyó una biblioteca genómica con un tamaño de inserto de 40 kpb utilizando el kit 
CopyControlTM Fosmid Library Production (Epicentre) a partir de ADN genómico de 
Thermus sp. 2.9 siguiendo las indicaciones del fabricante. Los extremos de 150 clones 
fueron secuenciados en un secuenciador automático de capilares ABI3130xl (Applied 
Biosystem). De esta manera, se obtuvieron lecturas pareadas y se procesaron eliminando 
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regiones correspondientes al vector y de baja calidad utilizando Pregap4, del conjunto de 
programas de Staden Package (Staden et al., 2000). 
IV.6 Electroforesis en geles de agarosa 
Se realizaron corridas electroforéticas en campo eléctrico constante en geles de agarosa a 
una concentración entre 0,8 y 1% en TBE 0,5X, con el agregado de bromuro de etidio a   
0,5 µg/ml. El voltaje utilizado fue 80 V a tiempo variable dependiendo de la resolución 
requerida. La imagen se adquirió utilizando un capturador de imágenes G:BOX (SynGene) 
y el programa GenSnap (SynGene) para visualizar y editar las imágenes.  
IV.7 Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-
PAGE) 
La separación de proteínas en geles de poliacrilamida se realizó mediante la metodología 
general (Laemmli, 1970; Sambrook et al., 1989) utilizando un equipo Mini-PROTEAN II 
(Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Para la electroforesis de proteínas expresadas en E. coli, se utilizó una concentración de 
acrilamida-bisacrilamida en gel de 12%. Un mililitro de cultivo se centrifugó a velocidad 
máxima durante 1 min y se resuspendió en 100 µl de agua, con el posterior agregado de 
100 µl de Buffer de carga para SDS-PAGE 2X. Para las proteínas expresadas en B. 
thuringiensis, se utilizó una concentración de acrilamida-bisacrilamida de 10%. Un mililitro 
de cultivos crecidos a 30 °C en medio líquido BM hasta autolisis se centrifugaron a 
velocidad máxima por 1 min, lavándolos con agua destilada y se resuspendieron en 40 µl 
de Buffer de carga para SDS-PAGE 2X.  
Luego de la desnaturalización de las proteínas en un baño de agua en ebullición durante 10 
min, los restos celulares se depositaron en el fondo del tubo y se cargó 10 µl de muestra en 
el gel y 5 µl del marcador de peso molecular PageRuler™ Unstained (Fermentas) o Broad 
Range Protein Molecular Weight Marker (Promega). 
Materiales y Métodos 
53 
 
Las corridas electroforéticas se realizaron a voltaje constante de 80 V hasta visualizar el 
frente de corrida en el final del gel. Las tinciones se realizaron con una solución 0,1% (p/v) 
de azul de Coomassie en solución decolorante. 
V Secuenciación de genes insecticidas de B. thuringiensis INTA Fr7-4 
V.1 Secuenciación de genes cry 
En trabajos previos (Amadio, 2008), para la obtención de la secuencia completa de los 
genes cry8 de este aislamiento se utilizaron los primers C8-F01 y C8-R01 (tabla A.1, 
Anexo) clonando el producto de amplificación en pGEM-T-Easy (Promega). En este 
trabajo se realizó un screening de clones adicionales de este amplicón, secuenciando con 
primers universales T7 y SP6. Se identificó una secuencia distinta a los dos genes cry8. 
Para la determinación de la secuencia completa se siguió la estrategia de primer walking 
(caminado de los clones): se diseñaron primers sobre la secuencia obtenida utilizando la 
función incluida en el programa Gap4 (Staden Package) y controlando su calidad mediante 
el programa FastPCR (Kalendar et al., 2011) y se utilizaron para secuenciar los mismos 
clones. Las secuencias obtenidas se ensamblaron a las anteriores utilizando el programa 
Gap4. Los primers se listan en la tabla A.1 del Anexo. 
V.2 Secuenciación de genes vip 
La determinación de un gen vip2 por el Dr. Amadio (2008) sugirió la existencia de un gen 
de tipo vip1, ya que se conoce que los productos de ambos tipos de genes forman toxinas 
binarias. Se diseñaron primers para la amplificación del operón vip2/vip1 completo. El 
primer directo VIP2-F01, a partir del codón de inicio del gen vip2 de B. thuringiensis INTA 
Fr7-4 y una serie de primers reversos (VIP1-R01, VIP1-R02, VIP1-R03, VIP1-R04), a 
partir de genes reportados de esta familia cuyas secuencias estuvieran disponibles. Se 
utilizó la secuencia de ADN de los genes (nro. de acceso de GenBank): vip1Ac1 
(HM439098), vip1Ba2 (CAI43278), vip1Da1 (CAI40767) y vip1-gene (JN008908). 
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El fragmento amplificado se clonó en el vector pGEM-T-Easy (Promega) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Se secuenciaron clones con los primer universales T7 y SP6. 
Las secuencias se ensamblaron utilizando el programa Staden Package. La determinación 
de la secuencia completa se realizó mediante la metodología descripta de primer walking. 
Los primers se listan en la tabla A.1 del Anexo. 
VI Obtención de secuencias de genomas completos 
VI.1 Secuenciación masiva 
Para la obtención de secuencias del genoma de Thermus sp. 2.9 se realizó la secuenciación 
masiva de su ADN genómico en dos instancias. La primera utilizando el secuenciador de 
nueva generación Roche 454 FLX (Macrogen, Seoul, South Korea) obteniendo lecturas 
simples, y la segunda con la plataforma Illumina MiSeq (Eurofins, Alemania) obteniendo 
lecturas pareadas a partir de una biblioteca genómica de 8 kpb de tamaño de inserto. 
Para la obtención de secuencias del genoma de B. thuringiensis INTA Fr7-4 se utilizó la 
plataforma Illumina MiSeq a partir de una biblioteca genómica de 8 kpb de tamaño de 
inserto. 
VI.2 Ensamblado de secuencias 
Las lecturas provenientes de Roche 454 fueron ensambladas con el programa Newbler v4.3 
(Miller et al., 2010). Para el ensamblado de las lecturas pareadas se utilizaron los 
programas MIRA (Chevreux et al., 1999) y Velvet (Zerbino y Birney, 2008). Para el 
estudio del ordenamiento y orientación de los contigs dentro de scaffolds se utilizaron los 
programas Velvet, SSPACE (Boetzer et al., 2011) y BAMBUS (Pop et al., 2004).  
VI.3 Cerrado de gaps y finalización 
Para el genoma de Thermus sp. 2.9 se evaluaron varias metodologías para establecer 
contigüidad entre contigs y posteriormente cerrar los gaps correspondientes. Una de ellas 
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consiste en la comparación entre los contigs generados por el ensamble de las lecturas de 
Roche 454 con los genomas de T. thermophilus HB8, T. thermophilus HB27, y T. aquaticus 
Y51MC23 utilizando Mauve (Darling et al., 2004) para el análisis de sintenia entre 
genomas. Adicionalmente, se generó un mapa óptico del cromosoma por cortesía del 
Wellcome Trust Sanger Institute (UK) utilizando el sistema Argus (OpGen) y la enzima de 
restricción NheI y se compararon los patrones de restricción del cromosoma con los 
generados in silico para cada contig. De esta manera se visualizó el posicionamiento de los 
contigs alineados al mapa óptico. Las herramientas bioinformáticas utilizadas para el 
alineamiento de los contigs al mapa óptico fueron los programas MapSolver (OpGen) y 
SOMA (Kohn, 2003). Otra metodología utilizada para establecer contigüidad entre los 
contigs del genoma del Thermus sp. 2.9 incluyó el ensamblado de las lecturas pareadas 
provenientes de la biblioteca de fósmidos a los contigs, estableciendo vínculos entre ellos.  
La metodología utilizada para el cerrado de gaps consistió en el diseño de primers 
utilizando el programa FastPCR (Kalendar et al., 2011) sobre los extremos de los contigs o 
scaffolds identificados como contiguos, la amplificación por PCR utilizando la enzima 
AccuPrime Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) partiendo de ADN genómico 
del aislamiento y la posterior secuenciación del amplicón mediante electroforesis capilar 
utilizando la química DYEnamic ET Terminator System (Amersham) en un secuenciador 
automático ABI3130xl (Applied Biosystem). 
Las secuencias obtenidas fueron ensambladas a los contigs o scaffolds y se continuó hacia 
el cerrado del gap mediante la estrategia de primer walking, diseñando primers sobre la 
secuencia obtenida, utilizándolos para secuenciar los mismos amplicones y ensamblando 
las nuevas secuencias a las anteriores. El trabajo se coordinó desde el ensamblador Gap4 de 
Staden Package (Staden et al., 2000). 
El cerrado de gaps en el genoma de B. thuringiensis INTA Fr7-4 estuvo dirigido a la 
obtención de la secuencia completa de un nuevo megaplásmido encontrado y no a la 
obtención del cromosoma en un solo fragmento. Para el genoma de Thermus sp. 2.9, se 
cerraron gaps en contigs determinados como contiguos por las metodologías descriptas, y 
luego de incorporarse las lecturas provenientes de la plataforma Illumina MiSeq al 
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ensamble anterior, el cerrado de gaps estuvo dirigido principalmente a la unión de los 
scaffolds resultantes. 
VII Análisis bioinformático 
VII.1 Computadoras 
Los programas y paquetes bioinformáticos se corrieron en una PC con procesador AMD 
Phenom(tm) II X4 955, con 12 Gb de memoria RAM, utilizando los sistemas operativos 
BioLinux (basado en Ubuntu 12.04.4) y Microsoft Windows 7. En particular, los 
programas de ensamblado de secuencias se corrieron en una PC con procesador Intel Core 
i7-4770, con 32Gb de memoria RAM en el sistema operativo BioLinux. 
VII.2 Anotación de los genomas 
Luego de lograr el mejor ensamblado mediante las estrategias descriptas se realizó una 
anotación estructural y funcional de ambos genomas utilizando el programa de anotación 
automática online RAST (Aziz et al., 2008). 
Únicamente para el nuevo plásmido descubierto en B. thuringiensis INTA Fr7-4 se 
combinó la anotación obtenida de RAST con la herramienta PROKKA (Seeman, 2014) y 
los resultados fueron integrados y corregidos manualmente desde Artemis (Rutherford et 
al., 2000). Cada CDS fue analizado individualmente en base al mejor BLASTP hit para esa 
secuencia y fue anotado cuando el alineamiento conservara al menos 30% de identidad de 
secuencia a lo largo de un 70% de la proteína. Los CDS que no cumplieron con el valor de 
identidad mencionado fueron anotados como “hypothetical”, mientras que los que lo sí 
cumplieron pero con genes de función desconocida, fueron anotados como “conserved 
hypothetical”. Los CDS menores a 40 aminoácidos fueron descartados. Las bases de datos 
utilizadas incluyeron GenBank, Uniprot y PFam. 
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VII.3 Comparación de secuencias genómicas 
Los scaffolds obtenidos de B. thuringiensis INTA Fr7-4 y Thermus sp. 2.9 se compararon a 
nivel de nucleótidos con otras secuencias reportadas en bases de datos utilizando el 
algoritmo blastn y a nivel de proteínas utilizando el algoritmo tblastx del paquete BLAST 
(Altschul et al., 1997). A partir de los resultados en formato tabular de BLAST, los mismos 
se visualizaron utilizando Artemis Comparison Tool (ACT; Carver et al., 2005).  
Para los análisis de comparación de pan-genome y core genome de cepas del género 
Thermus se utilizó el programa GET_HOMOLOGUES (Contreras-Moreira y Vinuesa, 
2013). 
Para la obtención de alineamientos múltiples se utilizó el programa ClustalX2 (Larkin et 
al., 2007). La fosfolipasa predicha de Thermus sp. 2.9 se comparó con las de (nro. de 
acceso de GenBank): Geobacter lovleyi (ZP_01593172), Carboxydothermus 
hydrogenoformans Z-2901 (YP_360907) y Flavobacteria bacterium BBFL7 
(ZP_01202808). La lacasa predicha de Thermus sp. 2.9 se comparó con la de T. 
thermophilus HB27 (AAS81712.1).  
La secuencia de aminoácidos predicha de las proteínas Cry8, Vip1 y Vip2 de INTA Fr7-4 
se alinearon con un miembro de cada subclase disponible en la base de datos de 
nomenclatura de toxinas de B. thuringiensis (Crickmore et al., 2015). Se utilizó el modelo 
de aminoácidos de Jones, Taylor y Thornton (Jones et al., 1992) para la generación de la 
matriz de distancias y el método de Neighbor Joining de Saitou y Nei (1987) para la 
construcción del árbol filogenético, visualizándolo mediante Treeview (Page, 1996). La 
secuencia de Cry1Aa1 (nro. de acceso de GenBank AAA22353) y Vip3Aa1 (nro. de acceso 
de GenBank AAC37036) se usaron como outgroup. 
VIII Expresión de enzimas de Thermus sp. 2.9 con aplicación industrial 
VIII.1 Clasificación de genes codificantes de enzimas comerciales  
Para la identificación de enzimas con potencial valor biotecnológico provenientes de 
Thermus sp. 2.9 se utilizó una herramienta online: MetaBioME (Sharma et al., 2010) que 
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utiliza un conjunto de algoritmos que incluyen la comparación de los CDS identificados en 
toda la secuencia nucleotídica de Thermus 2.9 con bases de datos curadas de enzimas según 
su aplicación y la posterior clasificación en distintas categorías. 
VIII.2 Clonado de genes de Thermus sp. 2.9 en el vector de expresión  
Se diseñaron primers (tabla A.2, Anexo) para amplificar los genes codificantes de las 
enzimas fosfolipasa, lacasa, catalasa, pululanasa y aminopeptidasa, incorporando los sitios 
de restricción para las enzimas NdeI (primer directo) y XbaI (primer reverso) para clonarlos 
en el vector de expresión en E. coli pJexpress 404 (DNA2.0).  
La amplificación del gen codificante de la enzima lacasa se realizó a partir del primer 
codón correspondiente a la proteína madura predicha. Se amplificaron los genes por PCR 
utilizando ADN genómico de Thermus sp. 2.9 como molde y la enzima AccuPrime Taq 
DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del fabricante. Los 
productos de PCR fueron purificados mediante el kit Quiaquick® PCR Purification 
(Qiagen), digeridos con las enzimas de restricción NdeI y XbaI (Promega) siguiendo las 
recomendaciones del fabricante y nuevamente purificados con el mismo kit.  
El vector utilizado fue digerido con las mismas enzimas y tratado posteriormente con SAP 
(Shrimp Alkaline Phosphatase; Promega) según indicaciones del fabricante, para 
defosforilar los nucleótidos terminales y disminuir la probabilidad de religación del 
plásmido. Luego se recuperó mediante corrida electroforética en agarosa 0,8%, escisión de 
la banda y purificación con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). 
Las ligaciones del producto de PCR al vector se realizaron con la enzima T4 DNA ligasa 
(USB) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron aproximadamente 50 ng de 
vector en una relación molar 1:3 con respecto a los insertos. La reacción se incubó primero 
1 hora a temperatura ambiente y luego a 16 ºC durante toda la noche.  
Posteriormente, 1 µl de ligación se utilizó para transformar células de E. coli 
electrocompetentes. Se identificaron las colonias transformadas con el plásmido 
recombinante por PCR de colonia. El ADN plásmídico de las colonias seleccionadas se 
utilizó como molde de secuenciación para confirmar las construcciones.  
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VIII.3 Expresión de genes de Thermus sp. 2.9 en E. coli 
A partir de un cultivo de toda la noche de los 5 clones conteniendo las construcciones 
deseadas, se utilizaron 50 µl para inocular 5 ml de medio TB conteniendo 50 µg/ml de 
ampicilina. Se incubó a 37 °C a 250 rpm de agitación hasta que alcanzó una OD = 0,8 a  
600 nm. A 1 ml de cultivo se le adicionó 25 µl de glucosa estéril 40% para reprimir la 
expresión basal y se indujo la expresión de los 4 ml restantes con el agregado de IPTG a 
una concentración final de 1 mM. Luego de 6 horas de cultivo en las mismas condiciones 
se procesaron 1 ml de cultivos inducidos y reprimidos para sembrar en un gel SDS-PAGE. 
Para los clones codificantes de las enzimas fosfolipasa (PLP) y lacasa (LAC) se escaló 100 
veces el procedimiento descripto en erlenmeyers de 2 litros para producir cantidad de 
proteína suficiente para los ensayos enzimáticos. Los cultivos inducidos durante 6 horas 
con IPTG se centrifugaron a 10.000 xg, a 10 °C, durante 5 min. El pellet se resuspendió en 
50 ml de Buffer de lisis celular con el agregado de 1 mg/ml de lisozima y se sonicó 
(OmniRuptor 4000) a 50 pulsos, potencia 50 durante 30 segundos. Los cuerpos de inclusión 
se separaron de la fracción soluble mediante centrifugación a 8.000 xg, a 4 °C, durante 30 
min. Partes iguales de la fracción soluble y de Buffer de carga para SDS-PAGE 2X se 
mezclaron para sembrar en el gel SDS-PAGE. 
La enzima presente en la fracción soluble fue purificada parcialmente calentando a 55 °C 
durante 20 min y realizando una posterior centrifugación a 4°C durante 20 min para 
precipitar y descartar las proteínas termolábiles. 
IX Expresión de proteínas insecticidas de interés agronómico  
IX.1 Clonado de genes insecticidas de B. thuringiensis en el vector de expresión 
Se seleccionaron dos genes cry8- cry8Kb3 y cry8Pa3- para clonarlos con su propia 
secuencia promotora en el vector shuttle pHT3101. 
Clonado de cry8Kb3: El primer P01F (tabla A.2, Anexo) se diseñó 219 pb corriente arriba 
del codón de inicio del gen, y se combinó en reacciones de PCR con P01R para amplificar 
hasta 120 pb corriente abajo del codón de terminación. Clonado de cry8Pa3: Se utilizó el 
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primer P02F diseñado 400 pb corriente arriba del codón de inicio, en combinación con el 
P02R diseñado 120 pb corriente abajo del codón de terminación. 
Los productos de PCR se clonaron en el vector pGEM®-T Easy (Promega) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Se transformaron bacterias E. coli XL-1, se incubaron durante 
1 hora a 37 ºC y se sembraron distintas cantidades sobre medio LB agarizado con           
100 µg/ml de IPTG, 50 µg/ml de X-gal y 50 µg/ml de ampicilina. A partir de colonias 
blancas se confirmaron los clones positivos por PCR de colonia. El ADN plasmídico de los 
clones se digirió con las enzimas SphI y SacI (Promega) según indicaciones del fabricante y 
se recuperaron los insertos digeridos mediante escisión y purificación de la banda a partir 
de agarosa 0,8% con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), luego 
de la corrida electroforética. Posteriormente, se ligaron los fragmentos digeridos al vector 
pHT3101 digerido con las mismas enzimas y purificado de la misma manera que los 
insertos. Las ligaciones del producto de PCR al vector se realizaron con la enzima T4 DNA 
ligasa (USB) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron aproximadamente    
50 ng de vector en una relación molar 1:3 con respecto a los insertos. La reacción se incubó 
primero 1 hora a temperatura ambiente y luego a 16 ºC durante toda la noche.  
Se transformaron células E. coli XL-1 y se identificaron clones positivos por PCR de 
colonia. Se confirmaron las construcciones por secuenciación, denominándolos 
pHTcry8Kb3 y pHTcry8Pa3. 
IX.2 Expresión de proteínas insecticidas recombinantes en B. thuringiensis 
Se transformaron células de B. thuringiensis 4Q7 con ADN plasmídico de las 
construcciones pHTcry8Kb3 y pHTcry8Pa3, y de pHT3101 como control negativo. Se 
seleccionaron clones por resistencia a eritromicina en placas conteniendo medio LB 
agarizado incubadas durante toda la noche a 30 °C.  
El seguimiento de la formación de inclusiones parasporales se realizó mediante observación 
en el microscopio de contraste de fase. La producción de las proteínas Cry8 recombinantes 
se siguió mediante SDS-PAGE de cultivos autolisados de los transformantes. En ambos 
casos, la cepa silvestre B. thuringiensis INTA Fr7-4 se incluyó como control. 
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X Caracterización de la actividad enzimática y la actividad tóxica 
X.1 Caracterización de la actividad de la enzima termofílica fosfolipasa 
X.1.1 Análisis cualitativo de la actividad fosfolipasa 
Para evaluar la actividad fosfolipasa de la enzima PLP de Thermus 2.9 expresada en E. coli 
se utilizó como sustrato una suspensión de asolectina (SIGMA) 30 mg/ml sonicada, 
compuesta por fosfatidilcolina (20% aproximadamente) en una mezcla con otros 
fosfolípidos y lípidos no polares. Se ensayaron dos buffers de reacción, Tris-HCl 0,5 M pH 
8 y acetato de potasio 0,5 M pH 5, y se evaluó la influencia del agregado de CaCl2 5 mM en 
la actividad. Se realizaron reacciones de 200 µl en las cuales se mezcló un volumen de la 
mezcla de reacción (buffer y sustrato 6 mg/ml final) con un volumen de preparación 
enzimática y se incubaron durante toda la noche a 55 °C. Una vez frenada la reacción con 
750 µl de metanol:cloroformo (2:1), se realizó la extracción de lípidos utilizando la técnica 
de Bligh y Dyer (1959). La fase orgánica recuperada se dejó secar y se resuspendió en      
20 µl de cloroformo. Se realizaron cromatografías en capa delgada (TLC) depositando las 
muestras obtenidas con una pipeta pasteur de vidrio en una placa de silicagel. Para la 
corrida cromatográfica las placas se colocaron en una cuba de vidrio con una mezcla polar 
de solventes -cloroformo, metanol, ácido acético, agua (65:35:6:3)- para separar 
compuestos polares (fosfolípidos), y una mezcla menos polar de solventes -éter de petróleo, 
éter etílico, metanol, ácido acético (90:20:3:2)- para separar compuestos no polares. La 
placa se reveló por tinción reversible incubándola en una cuba con cristales de yodo durante 
15 min. Luego de determinar las condiciones de reacción que condujeron a una mayor 
actividad enzimática (pH e influencia de calcio) se ensayaron diferentes temperaturas (55, 
70 y 85 °C). 
X.1.2 Análisis cuantitativo de la actividad lipolítica 
Se utilizó el sustrato p-nitrofenil palmitato (pNPP; SIGMA) disuelto en isopropanol y se 
realizaron las reacciones enzimáticas siguiendo un protocolo modificado de Gupta et al. 
(2002). Las reacciones se realizaron a una concentración final de sustrato de 795 µM, con 
el agregado de Tritón-X 0,1% para facilitar su disolución. La temperatura óptima de esta 
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actividad se determinó utilizando el buffer Tris-HCl 50 mM pH 8 incubando las mezclas de 
reacción a diferentes temperaturas desde 55 hasta 80 °C, y el pH óptimo utilizando los 
buffers HEPES 50 mM pH 6-7 y Tris-HCl 50 mM pH 8-10 incubando la reacción a 60 °C. 
Para el análisis de termoestabilidad se incubó la preparación enzimática durante 2, 6 y 16 
horas a 50, 70 y 80 °C y se midió la actividad remanente a 60 °C utilizando el buffer Tris-
HCl 0,5 M pH 8. La producción de p-nitrofenol (pNP) se monitoreó por medición de la 
absorbancia a 410 nm, para lo cual se realizó previamente una curva de concentración del 
producto pNP (Fluka). Se calculó la actividad lipasa como las unidades enzimáticas (U) por 
ml, siendo una U la cantidad de enzima necesaria para liberar un µmol de pNP por 
hidrólisis de pNPP en un minuto. Se realizaron todas las mediciones por triplicado. La 
actividad relativa se expresó como la fracción porcentual de la máxima actividad 
enzimática registrada a las temperaturas ensayadas.  
X.2 Caracterización de la actividad de la enzima termofílica lacasa 
X.2.1 Análisis cuantitativo de la actividad lacasa 
La actividad de la enzima LAC se detectó a través de la oxidación de ABTS (2,2'-Azino-di-
[3-etilbenzotiazolina sulfonato]) mediante la medición de la absorbancia a 436 nm 
siguiendo la metodología descripta por Saparrat et al. (2002). Las reacciones se prepararon 
utilizando el sustrato a una concentración final de 3 mM y CuSO4 a 0,4 mM como cofactor. 
Se determinó la temperatura óptima utilizando el buffer acetato de sodio 50 mM pH 5 
incubando las reacciones a temperaturas entre 55 y 80 °C. Para la medición de pH óptimo 
se utilizaron los buffers acetato de sodio 50 mM pH 3-5 y HEPES 50 mM pH 6-7 y las 
reacciones se realizaron a 60 °C. Para el análisis de termoestabilidad se incubó la 
preparación enzimática durante 2, 6 y 16 horas a 50, 70 y 80 °C y se midió la actividad 
remanente a 60 °C utilizando el buffer acetato de sodio 50 mM pH 5. Se calculó la 
actividad lacasa como las unidades enzimáticas (U) por ml, siendo una U la cantidad de 
enzima necesaria para producir un µmol de ABTS oxidado en un minuto.  
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X.3 Caracterización de la actividad tóxica de las proteínas Cry8Kb3 y Cry8Pa3 
La actividad tóxica de Cry8Kb3 y Cry8Pa3 se analizó mediante bioensayos con larvas del 
segundo estadío de Alphitobius diaperinus Pz. (Coleoptera: Tenebrionidae) y larvas 
neonatas de Anthonomus grandis Bh. (Coleoptera: Curculionidae). Además se incluyeron 
los controles de la cepa silvestre INTA Fr7-4 y de 4Q7 con pHT3101.  
Para evaluar la toxicidad contra A. grandis, 4 ml de cultivos autolisados consistentes en una 
suspensión de esporas (1,1 x 108 u.f.c/ml) y cristales se incorporaron en tubos cónicos de 
polipropileno con 36 ml de dieta termostatizada (60 °C). Se vertieron 42 µl de la mezcla en 
los pocillos de una placa de 24 pocillos (Nunc 143982). Se utilizó un control con medio 
BM estéril. Se realizaron tres repeticiones de un ensayo con 48 larvas. Luego de 7 días a 29 
°C se registró la mortalidad. Las larvas se consideraron muertas si no respondieron a un 
estímulo suave. Se siguió la misma metodología para la evaluación de toxicidad contra A. 
diaperinus utilizando 6 ml de los mismos cultivos con 34 ml de dieta termostatizada. 
Se calculó la mortalidad corregida en comparación al control con la fórmula de Schneider-
Orelli’s (1947). Finalmente, se analizaron los datos por ANOVA y las medias se 
compararon con el test de Tukey (P<0,05).  
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I Resultados 
I.1 Secuenciación y ensamblado del genoma de Thermus sp. 2.9 
En trabajos previos del laboratorio, se aisló una bacteria termofílica de aguas termales de la 
provincia de Salta, Argentina. Mediante un análisis filogenético utilizando la secuencia del 
gen ribosomal 16S se la pudo agrupar con bacterias del género Thermus. Se la denominó 
Thermus sp. 2.9, sin poder clasificarla como perteneciente a una especie conocida. Este 
aislamiento constituye un valioso recurso como fuente de nuevos genes, en particular de 
enzimas termoestables con potencial aplicación biotecnológica. Para caracterizar el genoma 
e identificar sus enzimas se realizó la secuenciación masiva de su ADN y posterior análisis. 
La secuencia del genoma de Thermus sp. 2.9 se obtuvo utilizando una combinación de las 
plataformas Roche 454 GS e Illumina MiSeq, obteniendo lecturas simples y pareadas, 
respectivamente. Utilizando el secuenciador Roche 454, se obtuvieron 215.557 lecturas que 
corresponden a 81.238.046 pb, luego de los cortes por calidad del conjunto de lecturas 
totales obtenidas. El promedio de nucleótidos por lectura resultó de 377 pb, que en total 
proveyeron una cobertura de aproximadamente 32 veces el tamaño del genoma. En primer 
lugar, la totalidad de estas secuencias corregidas por calidad fueron ensambladas de novo 
mediante el programa Newbler v2.3 (Roche), utilizando parámetros estándares. Se 
obtuvieron 119 contigs mayores a 1 kpb y un N50 de 39.906 pb, un valor estadístico que 
indica que el 50% del genoma está contenido en contigs mayores a ese tamaño.  
Utilizando gsMapper (Roche) se realizó el ensamblado contra referencia con el objetivo de 
compararlo con el ensamblado de novo. Se utilizaron dos genomas completos reportados 
para el género, correspondientes a las cepas de T. thermophilus HB8 y HB27, y sólo se 
logró mapear un 34% de las lecturas, dando como resultado 2.524 contigs. De esta manera 
se demostró la poca utilidad de estos genomas completos del género Thermus para ser 
considerados referencia del genoma en estudio.  
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Se predijo la contigüidad de algunos de los contigs provenientes del ensamblador Newbler 
mediante distintas estrategias. Por un lado, alineando los contigs a las secuencias de los 
genomas de T. thermophilus HB8, T. thermophilus HB27 y T. aquaticus Y51MC23 (22 
contigs) utilizando Mauve v2.3.1. Este permite visualizar las regiones de similitud entre el 
genoma de Thermus sp. 2.9 y los reportados y predecir contigüidad entre contigs. Por otro 
lado, se construyó una biblioteca genómica de fósmidos con insertos de aproximadamente 
40 kpb. La secuenciación de los extremos de 150 clones permitió la obtención de lecturas 
pareadas. El alineamiento entre las lecturas obtenidas y los contigs permitió establecer 
vínculos y distancias entre ellos, proponiendo uniones para verificar por amplificación 
mediante PCR y secuenciación del gap. La última estrategia abordada para disminuir el 
número de contigs consistió en el alineamiento de los mismos a un mapa óptico del genoma 
utilizando MapSolver. El mapeo óptico permitió comparar los patrones de restricción de 
todo el genoma, dados por la enzima NheI, con los generados in silico para cada contig, 
visualizando el posicionamiento de los contigs alineados al mapa. 
La integración de estas estrategias permitió el ordenamiento de muchos de los contigs y 32 
gaps fueron amplificados mediante el diseño de primers hacia afuera sobre los extremos de 
los contigs a unir y posterior PCR. El amplicón obtenido para cada caso fue secuenciado en 
el secuenciador ABI3130xl y las secuencias obtenidas fueron incorporadas a los contigs 
utilizando Gap4 y cerrando el gap mediante la estrategia de primer walking. De esta 
manera se redujo el número de contigs de 119 a 87, secuenciando, en promedio, gaps de 1,2 
kpb.  
La figura R1.1-A corresponde al alineamiento entre el mapa óptico y los 87 contigs 
resultantes del cerrado de gaps. Los contigs unidos (denominados contigsU) alinean en el 
mapa, permitiendo verificar la estrategia de cerrado de gaps. Los contigs de menor tamaño 
no alinearon en el mapa ya que no poseen sitios de restricción, o no poseen los suficientes 
para alinearlos a un sitio inequívocamente.  
Posteriormente, se realizó una segunda secuenciación masiva utilizando la plataforma 
Illumina MiSeq, obteniendo esta vez lecturas pareadas a partir de una biblioteca genómica 
con un tamaño de inserto de 8 kpb. Se obtuvieron 2.139.062 lecturas en total, de las cuales 
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953.708 son pareadas. Poseen un largo promedio de 127 pb, lo cual provee una cobertura 
aproximada de 110 veces el tamaño del genoma. 
Para realizar el scaffolding se implementaron dos metodologías. Una de ellas consiste en la 
utilización únicamente de las lecturas pareadas para ordenar los contigs resultantes en 
scaffolds, utilizando el programa SSCAPE, y luego GapFiller para el cerrado de gaps in 
silico. Esto dio como resultado 11 scaffolds mayores a 10 kpb, conteniendo 62 contigs. 
Ocho de estos scaffolds se alinearon con el mapa óptico (fig. R1.1-B). Los tres scaffolds 
restantes, presentan similitudes con plásmidos de T. thermophilus, por lo tanto no alinearon 
con el mapa óptico (que corresponde únicamente al cromosoma) y sugieren la presencia de 
plásmido/s en este aislamiento.  
La otra metodología consistió en la realización de un ensamblado híbrido, sumando todas 
las lecturas provenientes de Roche 454 e Ilumina MiSeq en el programa MIRA. Se 
obtuvieron 78 contigs mayores a 1 kpb y un N50 de 79.216 pb. Luego se realizó el 
scaffolding con BAMBUS y se obtuvieron 14 scaffolds mayores a 10 kpb, de los cuales 7 
alinearon con el mapa óptico (fig. R1.1-C). 
Luego se cargaron los scaffolds resultantes de ambas metodologías en el ensamblador Gap4 
y se encontraron regiones de solapamiento que permitieron realizar uniones resultando en 3 
scaffolds. Se diseñaron primers hacia afuera sobre ellos y se logró el cerrado de un gap, 
generando dos scaffolds finales que cubren la totalidad del cromosoma bacteriano (fig. 
R1.1-D). 
El ensamblado final del genoma de Thermus sp. 2.9 presenta un largo total de 2.485.434 
pb, con un contenido promedio de G+C de 67,29%. El cromosoma pudo ensamblarse en 
dos scaffolds que suman 2,09 Mpb; y el contenido plasmídico está representado por tres 
scaffolds que suman 394 kpb.  
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Figura R1.1: Alineamiento de contigs y scaffolds al mapa óptico del cromosoma de Thermus sp. 
2.9 en las distintas etapas de avance del ensamblado. A- contigs generados por Newbler unidos 
manualmente; B- scaffolds provenientes del agregado de las lecturas de Illumina utilizando 
SSCAPE; C- scaffolds provenientes del ensamblado híbrido utilizando MIRA y BAMBUS; D- 
scaffolds finales. 
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I.2 Predicción de genes y comparación con genomas del género Thermus 
Para realizar la anotación del genoma se utilizó el servidor de anotación automática RAST, 
el cual utiliza la herramienta Glimmer (Delcher et al., 2007) para la predicción de genes y 
combina diferentes bases de datos para la asignación de función. Se identificaron 2719 
CDSs, 46 ARNt y una copia de los genes ribosomales 23S/5S y 16S. Del total de CDSs, 
1782 pudieron anotarse con una función definida, mientras que el resto, (937) fueron 
clasificados como codificantes de proteínas hipotéticas. El 45% de los CDSs pudieron ser 
asociados mediante RAST a diversas categorías según su rol. En la tabla A.3 del Anexo se 
listan las categorías y el número de genes asociado a cada una.  
Se realizaron alineamientos mediante BLASTN entre los scaffolds de Thermus sp. 2.9 y las 
secuencias depositadas en la base de datos de GenBank. Los genomas con los cuales se 
obtuvo mejores hits son: T. aquaticus, T. scotoductus, T. sp. CCB US3 UF1 y T. oshimai. 
De estos aislamientos, sólo para T. aquaticus no se reportó el genoma completo, sino que se 
dispone de 22 contigs reportados en las bases de datos. Los genomas completos o los 
contigs de estos aislamientos, sumados a cuatro genomas completos de T. thermophilus 
(HB8, HB27, JL_18 y SG0_5JP17_16) se utilizaron para realizar comparaciones a nivel de 
core genome y pan-genome con el objetivo de conocer la proporción de genes que Thermus 
sp. 2.9 comparte con genomas reportados y la que lo diferencia. Una especie o grupo de 
cepas de referencia se puede describir por su pan-genome, el cual incluye un core genome 
que contiene genes presentes en todos los miembros del grupo, y un genoma accesorio 
compuesto de genes ausentes en una o más cepas, incluyendo genes exclusivos de cada 
cepa. De esta manera, se puede estimar la variabilidad que aporta Thermus sp. 2.9 al 
conjunto de aislamientos de Thermus ya conocidos.  
Se utilizó el programa GET_HOMOLOGUES (eligiendo el algoritmo COG para el 
agrupamiento en familias de genes) para estimar el pan-genome y core genome de las ocho 
cepas cercanas mencionadas, y luego sumando Thermus sp. 2.9 al análisis para evaluar las 
diferencias. La figura R1.2 representa el número de familias de genes compartidas por los 
genomas considerados. Según la clasificación de Lapierre y Gogarten (2009) se graficó en 
color rojo las familias de genes “accesorios”, en color amarillo el core genome “extendido” 
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y en naranja las familias de genes “característicos”. Mientras que el core genome define las 
funciones conservadas esenciales del grupo de bacterias, los genes “accesorios” dan una 
idea de los atributos específicos de cada cepa. Se observa que el core genome (familias de 
genes representados en las 8 cepas - fig. R1.2-A) está formado por 1398 familias, y al 
agregar el genoma de Thermus sp. 2.9 (fig. R1.2-B) este desciende a 1306. Esto indica que 
hay 92 familias de genes en las ocho cepas de comparación que están ausentes en Thermus 
sp. 2.9. La gran mayoría de los genes que constituyen el core genome de este grupo están 
involucrados con funciones de mantenimiento y regulación celular, envoltura celular y 
proteínas de unión y transporte. 
 
Figura R1.2: Distribución de familias de genes en función del número de genomas considerados. Análisis del 
pan-genome de: A- cepas del género Thermus: T. aquaticus, T. scotoductus, T. sp. CCB US3 UF1, T. oshimai 
y T. thermophilus HB8, HB27, JL_18 y SG0_5JP17_16; B- cepas del género Thermus mencionadas sumando 
Thermus sp. 2.9. Barras en color rojo: genes accesorios; naranja: genes característicos; amarillo: core genome 
extendido. 
De manera opuesta, las familias de genes presentes sólo en una cepa son las que diferencian 
a cada una del resto. En la figura R1.2 se puede observar que el número de familias de 
genes presentes en una única cepa aumenta notoriamente cuando se agrega a este análisis el 
genoma de Thermus sp. 2.9. Esto indica la alta variabilidad que aporta Thermus sp. 2.9 a su 
género, contribuyendo al pan-genome del grupo estudiado con 559 genes exclusivos. La 
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gran mayoría de estos genes codifican proteínas hipotéticas. En este mismo grupo se 
encontraron en menor medida genes relacionados con el mantenimiento celular y también 
genes asociados a plásmidos. 
A partir de los 9 genomas del género Thermus en estudio se construyó una matriz de pan-
genome fundamentada en la presencia o ausencia de familias de genes en cada cepa. De 
esta manera, el árbol de la figura R1.3 muestra la distancia genética de las cepas en base al 
contenido de familias de genes homólogos. La mayor similitud del genoma de Thermus 2.9 
se ha establecido con el genoma de T. aquaticus con quien forma un grupo dentro del árbol. 
T. scotoductus, T. sp. CCB US3 UF1 y T. oshimai son los siguientes genomas cercanos. 
Los genomas de T. thermophilus son los que se encuentran más alejados de Thermus sp. 
2.9.  
 
Figura R1.3: Árbol construido a partir de matrices de pan-genome basadas en presencia o ausencia de 
familias de genes de 9 cepas del género Thermus. 
El promedio de identidad entre los genes homólogos de Thermus sp. 2.9 y T. aquaticus fue 
calculado en un 79%. Este valor es bajo comparado con los porcentajes de identidad entre 
genes de cepas de la misma especie. Por ejemplo, en las cuatro cepas de T. thermophilus 
del presente análisis, la identidad de sus genes homólogos supera el 95%. Esto demuestra 
que el contenido de genes de Thermus sp. 2.9 es diferente al del resto de los organismos 
reportados hasta el momento, y destaca variabilidad que aporta a los genomas de bacterias 
del mismo género.  
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I.3 Identificación de enzimas con potencial valor biotecnológico 
Una vez identificados todos los CDSs de Thermus sp. 2.9 y realizadas las comparaciones 
con genes de otros aislamientos, se procedió al análisis del genoma como fuente de 
proteínas de interés biotecnológico. Para la identificación de enzimas con potencial valor 
biotecnológico se utilizó la base de datos online MetaBioME, obteniendo una clasificación 
según su utilización comercial, de los CDSs definidos por RAST. Como resultado se 
obtuvieron 435 genes codificantes de enzimas con potencial aplicación en distintas áreas 
como agricultura, biosensores, biotecnología, medio ambiente, energía y alimentos, entre 
otras (figura R1.4). 
 
Figura R1.4: Campo de aplicación de genes codificantes de enzimas comerciales en Thermus sp. 2.9 según 
resultados de MetaBioME. 
De estos genes se identificaron 118 como candidatos de estudio por su aplicación en la 
industria de alimentos y en la obtención de bioetanol. Se diseñaron primers, en una primera 
instancia, para el clonado de 5 de ellos con actividad enzimática predicha de catalasa, 
fosfolipasa, pululanasa, lacasa y aminopeptidasa, para las respectivas proteínas codificadas. 
I.4 Expresión heteróloga de enzimas termofílicas 
Previo al clonado de las enzimas se estimó su localización intracelular o extracelular en 
Thermus sp. 2.9 prediciendo sitios de clivaje de peptidasas señal en la secuencia proteica 
predicha, mediante la herramienta bioinformática LipoP (Juncker et al., 2003). Sólo en la 
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proteína predicha como lacasa se encontró uno de estos sitios de clivaje, por lo tanto el 
clonado de este gen se realizó a partir de la región codificante de la proteína madura 
(secretada), que se estimó 23 aminoácidos corriente abajo de la metionina de inicio de la 
proteína. 
Con el objetivo de producir proteínas termofílicas en E. coli, se amplificaron los 5 genes 
seleccionados utilizando primers específicos (tabla A.2, Anexo), y como templado, ADN 
genómico de Thermus sp. 2.9. Para cada caso, el fragmento amplificado fue clonado en el 
vector pJexpress 404 (DNA2.0), como se describe en detalle en Materiales y Métodos 
(sección VIII.2), y se transformaron células de E. coli XL-1. En el vector utilizado el 
promotor del fago T5 dirige la expresión inducible por IPTG del gen recombinante, la cual 
a su vez se reprime por glucosa. 
La capacidad de los clones de expresar la proteína deseada se comprobó mediante la 
inducción de un cultivo fresco con IPTG a 37 °C durante 6 horas.  
Como se observa en la figura R1.5, la expresión inducida por IPTG produce bandas 
diferenciales que se destacan del resto de las proteínas del homogenato bacteriano 
separadas por SDS-PAGE.  
 
 
Figura R1.5: SDS-PAGE 12% de proteínas de Thermus sp. 2.9 expresadas en E. coli. 1 y 2- catalasa; 3 y 4- 
fosfolipasa; 5 y 6- lacasa; 7- marcador de peso molecular (Promega); 8 y 9- pululanasa; 10 y 11- 
aminopeptidasa. 1, 3, 5, 8 y 10- cultivos reprimidos con el agregado de glucosa; 2, 4, 6, 9 y 11- cultivos 
inducidos con el agregado de IPTG. 
1         2         3          4          5         6         7           8         9         10       11 
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La tabla R1.1 muestra las características de los genes clonados, incluyendo los pesos 
moleculares esperados para cada proteína. Todos coinciden con los observados en el gel 
SDS-PAGE de la figura R1.5 para cada enzima expresada. 
Producto 
Largo 
(pb) 
Largo 
(aa) 
Peso molecular 
(kDa) 
Catalasa 909 302 33 
Fosfolipasa 756 251 24 
Lacasa 1338 445 49 
Pululanasa 1428 475 52 
Aminopeptidasa 1308 345 37 
Tabla R1.1: Características de los genes clonados de Thermus sp. 2.9 y sus correspondientes proteínas 
predichas. 
 
Para comenzar su caracterización, se seleccionaron las enzimas fosfolipasa (PLP) y lacasa 
(LAC) de Thermus sp. 2.9 expresadas en E. coli. La fracción citoplasmática del cultivo de 
un clon expresando la proteína fue separada de los cuerpos de inclusión y purificada 
parcialmente mediante un tratamiento térmico, técnica que se ha utilizado como paso de 
purificación inicial de otras enzimas termofílicas (Pessela et al.; 2004; Takesawa et al., 
1990). Esta consiste en la incubación de la fracción soluble citoplasmática a 55 °C durante 
20 minutos y posterior centrifugación a 4 °C a máxima velocidad durante 20 minutos. De 
esta manera se espera que se desnaturalicen y precipiten las proteínas termolábiles de E. 
coli, quedando en solución por su termorresistencia la proteína recombinante de Thermus 
sp. 2.9. 
La figura R1.6 muestra las preparaciones enzimáticas de PLP (fig. R1.6-A) y LAC (fig. 
R1.6-B) antes y después de la purificación parcial por tratamiento térmico. Para ambas 
preparaciones se observa la desaparición o disminución de la intensidad de varias bandas 
luego del calentamiento de la fracción soluble citoplasmática (comparar líneas 3 y 4).  
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Figura R1.6: Análisis de la purificación parcial de enzimas recombinantes por tratamiento térmico. SDS-
PAGE 12% de los homogenatos de E. coli tratados según se indica para cada caso. A- enzima PLP de 
Thermus sp. 2.9; B- enzima LAC de Thermus sp. 2.9. 1- marcador de peso molecular (Promega); 2- 
homogenato total del pellet bacteriano; 3- fracción soluble citoplasmática; 4- fracción soluble citoplasmática 
posterior al calentamiento a 55 °C durante 20 min. 
I.5 Análisis de secuencia de enzimas seleccionadas 
I.5.1 Fosfolipasa 
Se realizaron análisis de BLASTP de la enzima PLP de Thermus 2.9, obteniendo la mayor 
identidad (92%) con una fosfolipasa del aislamiento Thermus sp. CCB US3 UF1, a lo largo 
de toda la secuencia. PLP alinea con un 64% de identidad con una fosfolipasa de tipo 
patatina proveniente de Meiothermus ruber. La búsqueda en la base de datos de dominios 
de NCBI (Marchler-Bauer et al., 2015) mostró que PLP posee un dominio típico de 
fosfolipasas de tipo patatina, que está presente también en fosfolipasas A.  
En la figura R1.7 se muestra un alineamiento generado con ClustalX entre PLP y otras 
fosfolipasas de tipo patatina, en donde se muestran conservados los 4 bloques típicos de 
este tipo de fosfolipasas (Banerji y Flieger, 2004). El bloque 1 consiste en una región rica 
en glicina. El bloque 2 comprende el motivo hidrolasa G-X-S-X-G (X: cualquier 
1       2       3        4 B 1       2       3        4 A 
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aminoácido) presente en fosfolipasas, en el cual se conserva el residuo serina que forma 
parte del sitio activo. El bloque 3 contiene la secuencia A-S-X-X-X-P, conservada en otras 
fosfolipasas. El bloque 4 presenta conservado el residuo aspartato, que también participa 
del sitio activo, formando una díada con el residuo de serina (Hirschberg et al., 2001; Rydel 
et al., 2003).  
Este análisis reafirma que PLP sería una proteína con actividad fosfolipasa al poseer un 
dominio de fosfolipasas de tipo patatina, con sus 4 motivos conservados. 
 
Figura R1.7: Alineamiento de PLP de Thermus sp. 2.9 con proteínas que contienen dominio de fosfolipasas 
de tipo patatina de: Geobacter lovleyi (ZP_01593172); Carboxydothermus hydrogenoformans Z-2901 
(YP_360907) y Flavobacteria bacterium BBFL7 (ZP_01202808). Las regiones sombreadas en color rosa 
indican los cuatro bloques conservados de dominios de fosfolipasas de tipo patatina. Los aminoácidos 
recuadrados indican los residuos del sitio catalítico. Las barras del histograma indican el grado de similitud 
entre aminoácidos. 
I.5.2 Lacasa: 
Se analizaron las similitudes de la proteína LAC contra la base de datos no redundante (nr) 
de GenBank utilizando BLASTP, y se obtuvo la mayor identidad, del 98%, con una 
proteína denominada oxidasa de cobre de T. igniterrae.  
Como no hay ningún estudio realizado sobre la proteína de T. igniterrae, para facilitar el 
análisis de la secuencia se realizó una comparación con la enzima lacasa de T. thermuphilus 
HB27 (fig. R1.8), la cual fue cristalizada y ampliamente estudiada. Ambas secuencias 
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comparten un 73,1% de identidad y poseen altamente conservados 4 motivos de unión a 
cobre (sombreados en rosa en la fig. R1.8). Mediante la base de datos de dominios de NCBI 
(Marchler-Bauer et al., 2015) se identificaron tres dominios principales, que coinciden con 
los de la enzima lacasa de T. thermophilus HB27 (señalados entre corchetes en la fig. 
R1.8). El dominio I posee dos motivos de unión a cobre en los cuales las histidinas 
conservadas forman parte de un sitio de unión a cobre trinuclear, junto con las histidinas del 
tercer motivo presente en el dominio III. Además, el domino III posee otro motivo de unión 
a cobre que conserva el patrón H-C-H-X característico. El dominio II no posee capacidad 
para unir cobre. 
Esto permite predecir que LAC de Thermus sp. 2.9 sería una enzima con actividad lacasa, 
por la conservación de todos los motivos fundamentales encontrados en la lacasa 
caracterizada de T. thermophilus HB27. 
 
Figura R1.8: Alineamiento de las enzimas LAC de Thermus sp. 2.9 y lacasa de T. thermophilus HB27 
(AAS81712.1). Las regiones sombreadas en color rosa indican los cuatro motivos conservados de unión a 
cobre. Los dominios predichos I, II y III se encuentran consecutivamente, delimitados por corchetes. Las 
barras del histograma indican el grado de similitud entre aminoácidos. 
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I.6 Caracterización de la enzima termofílica fosfolipasa 
I.6.1 Análisis funcional 
Se llevaron a cabo estudios de caracterización de la actividad de la enzima PLP de Thermus 
sp. 2.9 utilizando la preparación de la enzima descripta en la sección I.4. Se analizó su 
actividad sobre fosfolipidos de soja (asolectina) a 55 °C mediante cromatografía en capa 
fina (TLC). Este sustrato consiste en una mezcla de fosfolípidos y lípidos no polares 
conteniendo un 20% aproximadamente de L-α-fosfatidilcolina. Por lo tanto fue útil para 
evaluar la actividad de la enzima sobre ambos tipos de lípidos (fosfolípidos y lípidos 
neutros).  
La reacción se dejó proceder a 55 °C por 16 horas. El producto se sembró por duplicado en 
placas de TLC que luego se desarrollaron, una de ellas con una mezcla de solventes con 
alta polaridad para separar fosfolípidos (fig. R1.9-A) y la otra con una mezcla menos polar 
para separar lípidos neutros (fig. R1.9-B). Se ensayó la actividad enzimática a dos pH 
distintos (5 y 8) y en presencia o ausencia del ion Ca+2. Como blanco de reacción se utilizó 
el homogenato de E. coli transformada con el vector conteniendo la secuencia del gen 
lacasa, procesado de la misma forma que para el caso de la purificación parcial de PLP. De 
esta manera, se descartó cualquier posible actividad lipasa residual de E. coli resistente al 
tratamiento con calor.  
En la figura R1.9-A se observa actividad fosfolipasa evidenciada por la disminución de los 
fosfolípidos fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilserina (PS), que fue más marcada a pH 8. 
En presencia del ion Ca+2 a pH 8 se observa un incremento en la actividad fosfolipasa 
demostrado por la desaparición total de PS y leve disminución de fosfatidilinositol (PI).  
La figura R1.9-B muestra la separación de lípidos no polares que se encuentran en la misma 
preparación de sustrato, luego del tratamiento enzimático. Se evidencia actividad lipasa con 
degradación de triglicéridos (TG), diglicéridos (DG) y monoglicéridos (MG), y como 
consecuencia, un aumento de ácidos grasos libres (FFA). La actividad máxima se obtuvo a 
pH 8, en donde se observa degradación de TG y la casi completa degradación de MG y DG. 
Esta actividad no parece verse afectada por la presencia de Ca+2.  
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Por lo tanto, la enzima PLP de Thermus sp. 2.9 manifestó actividad fosfolipasa y lipasa a 
55 °C y pH 8. La actividad fosfolipasa fue particularmente evidente sobre los sustratos PS y 
PE, y la lipasa sobre MG y DG. La presencia de ion Ca+2 incrementó la actividad 
fosfolipasa, pero no pareció influenciar la actividad lipasa. 
 
Figura R1.9: Separación de lípidos y fosfolípidos de asolectina en placas de TLC. Análisis cualitativo de la 
actividad de la enzima PLP de Thermus sp. 2.9 a 55 °C. A- actividad fosfolipasa. B- actividad lipasa. PE: 
fosfatidiletanolamina; PI: fosfatidilinositol; PS: fosfatidilserina; PC: fosfatidilcolina, LPC: lisofosfolípidos 
enriquecidos en lisofosfatidilcolina, TG: triglicéridos; FFA: ácidos grasos libres; DG: diglicéridos; ST: 
esteroles; MG: monoglicéridos; PL: fosfolípidos. 1- blanco de reacción; 2, y 3: pH 5; 4 y 5: pH 8; 3 y 5: 
agregado de CaCl2 5 mM; 2 y 4: sin agregado de CaCl2. 
Para estudiar el efecto de la temperatura en la actividad fosfolipasa se realizó la reacción a 
distintas temperaturas en la mejor condición determinada anteriormente (figura R1.9-A, 
línea 5) que corresponde a pH 8 y con el agregado de CaCl2 5 mM. 
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Se evidenció la degradación de fosfatidilcolina por la enzima PLP a 70 °C (fig. R1.10, 
comparar líneas 3 y 4). A 85 °C se observó autodegradación del sustrato en el blanco de 
reacción (fig. R1.10, línea 6). Se demostró una nueva actividad de esta enzima 
principalmente a 70 y 85 °C y corresponde a lisofosfolipasa (cataliza la liberación del ácido 
graso en los lisofosfolípidos), manifestada por la degradación de lisofosfolípidos (LPC) 
(fig. R1.10, comparar líneas 3 y 4, 5 y 6).  
 
Figura R1.10: Separación de fosfolípidos de asolectina en placas de TLC. Análisis cualitativo de la actividad 
de la enzima PLP de Thermus sp. 2.9 a pH 8 y agregado de CaCl2 5 mM variando la temperatura: 1 y 2:       
55 °C; 3 y 4: 70 °C; 5 y 6: 85 °C. BL: blanco de reacción; PS: fosfatidilserina; PC: fosfatidilcolina, LPC: 
lisofosfolípidos enriquecidos en lisofosfatidilcolina. 
En definitiva, se pudo observar actividad de la enzima PLP de Thermus sp. 2.9 sobre 
fosfolípidos, siendo máxima a 70 °C sobre PC y a 70-85 °C sobre lisofosfolípidos. La 
influencia de la temperatura en la actividad sobre lípidos neutros se analiza en la siguiente 
sección. 
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I.6.2 Análisis cuantitativo de la actividad lipolítica 
Una vez confirmada cualitativamente la actividad lipolítica de la enzima, se determinaron 
sus parámetros óptimos de actividad mediante la cuantificación espectrofotométrica del 
producto de reacción de la enzima con un sustrato colorimétrico. El sustrato p-nitrofenil 
palmitato (pNNP), al ser degradado por la enzima, libera p-nitro fenol (pNP) que da 
coloración amarilla a la reacción cuantificable mediante un espectrofotómetro a 410 nm.  
El efecto de la temperatura en la actividad enzimática se midió realizando las reacciones 
enzimáticas entre 55 y 80 °C a pH 8, obteniendo la mayor actividad (fig. R1.11-A) a 65 °C. 
A temperaturas superiores disminuye muy levemente la actividad lipasa, incluso a 80 °C 
conserva un 84% de su actividad máxima. A las temperaturas inferiores ensayadas la 
actividad disminuye un poco más, reteniendo un 77% de su actividad máxima a 55 °C.  
La termoestabilidad de la enzima se midió cuantificando la actividad remanente a 60 °C 
luego de incubarla hasta 16 horas a 50, 70 y 80 °C. Como se muestra en la figura R1.11-B, 
la enzima incubada a estas temperaturas ha demostrado una gran capacidad 
termorresistente, ya que a las 16 horas de incubación a 70 y 80 °C retiene cerca de un 83% 
de su actividad inicial. Se observó un comportamiento diferencial con la enzima incubada a 
50 °C; en donde a las dos horas disminuye la actividad hasta un 80% y luego comienza a 
aumentar hasta obtener la misma capacidad inicial.  
 
 Figura R1.11: Influencia de la temperatura en la actividad de la enzima PLP recombinante de Thermus sp. 
2.9. A- dependencia de la temperatura; B- termoestabilidad. Las mediciones se realizaron por triplicado y se 
graficaron las medias. Las barras verticales indican desviación estándar; no se muestran en la figura B para 
facilitar la lectura del gráfico. 
B A 
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La figura R1.12 muestra la influencia de otros dos parámetros en la actividad enzimática. 
Uno de ellos es el pH (panel A). La enzima es activa a pH alcalino, observándose una 
actividad máxima a pH 9. También se estudió la influencia del ion Ca+2 (panel B) y se 
obtuvo una activación de la enzima de 1,7 veces a una concentración de CaCl2 de 5 mM.  
 
Figura R.12: Otros factores que influyen en la actividad de la enzima PLP recombinante de Thermus sp. 2.9. 
A- influencia del pH; B- influencia del ion Ca+2. Las mediciones se realizaron por triplicado y se graficaron 
las medias. Las barras verticales indican desviación estándar. 
I.7 Caracterización de la enzima termofílica lacasa 
I.7.1 Análisis cuantitativo de la actividad lacasa 
Se determinaron los parámetros óptimos de actividad lacasa midiendo su capacidad 
oxidativa sobre compuestos fenólicos del sustrato ABTS (2,2'-Azino-di-[3-
etilbenzotiazolina sulfonato]). El ABTS oxidado genera color verde en la reacción, 
cuantificable a 435 nm en reacciones de espectrofotometría. 
Del mismo modo que con la enzima PLP, se midió el efecto de la temperatura en la 
actividad enzimática incubando las reacciones a temperaturas entre 55-80 °C utilizando un 
buffer a pH 5. En la figura R1.13-A se observa que la lacasa demostró la mayor actividad a 
75 °C, comparable a la obtenida a 80 °C. A temperaturas menores comienza a descender 
reteniendo un 82% de su actividad máxima a 70 °C y un 34% a 55 °C. Las reacciones 
B A 
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utilizando el homogenato de E. coli control no arrojaron actividad, por lo que se descarta 
que exista otra proteína de E. coli produciendo la actividad oxidativa. 
En cuanto a la termoestabilidad de la enzima (fig. R1.13-B), ésta mostró distinto 
comportamiento según la temperatura a la cual se incubó. Luego de 16 horas de incubación 
a 50 y 70 °C la enzima retiene 71% y 20% de su actividad inicial, respectivamente; y la 
pierde completamente a 80 °C. Sometiendo la enzima a 70 °C durante dos horas, aún 
retiene el 43% de su actividad. 
 
Figura R1.13: Influencia de la temperatura en la actividad de la enzima LAC recombinante de Thermus sp. 
2.9. A- dependencia de la temperatura; B- termoestabilidad. Las mediciones se realizaron por triplicado y se 
graficaron las medias. Las barras verticales indican desviación estándar; no se muestran en la figura B para 
facilitar la lectura del gráfico. 
Se estudió la influencia del pH en la actividad enzimática observando un valor de actividad 
lacasa máximo a pH 5, y en menor medida a pH 4 y 6; fuera de este rango desciende a 
niveles muy bajos (figura R1.14-A). Las reacciones se realizaron en presencia de ion Cu+2 
como co-factor (Thurston, 1994). Al realizar las reacciones sin agregado de este ion en el 
buffer, no se obtuvo actividad (figura R1.14-B). 
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Figura R.14: Otros factores que influyen en la actividad de la enzima LAC recombinante de Thermus sp. 2.9. 
A- influencia del pH; B- influencia del ion Cu+2. Las mediciones se realizaron por triplicado y se graficaron 
las medias. Las barras verticales indican desviación estándar. 
Estos resultados demuestran una menor versatilidad de la enzima LAC considerando su 
actividad a las distintas temperaturas ensayadas, aunque un mayor valor de temperatura 
óptima que la enzima PLP de la misma bacteria. Además demostró ser menos termoestable 
que PLP. 
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II Discusión 
Las bacterias termófilas constituyen importantes recursos genéticos como fuente de 
enzimas termofílicas que permiten la catálisis en procesos que ocurren a elevadas 
temperaturas. El desarrollo de los procesos industriales que requieran esta condición física 
tiene varias ventajas, como una influencia significativa en la solubilidad de compuestos 
orgánicos y la reducción del riesgo de contaminación microbiana.  
El trabajo descripto en esta tesis en relación a Thermus sp. 2.9 incluye la obtención de la 
secuencia genómica y la comparación con genomas reportados, la identificación de enzimas 
con potencial aplicación biotecnológica, y la producción y el estudio de dos enzimas 
seleccionadas. 
II.1 Secuenciación y análisis del genoma de Thermus sp. 2.9 
Para la secuenciación del genoma completo de Thermus sp. 2.9 se comenzó realizando una 
secuenciación mediante el equipo Roche 454 que permitió obtener lecturas con un largo 
promedio de 377 pb. Una vez obtenidos los datos, el desafío fue el ensamblado de 
secuencias para la formación del menor número de contigs con alta calidad. Se probaron 
dos variantes para el ensamblado de secuencias: ensamblado de novo y ensamblado de 
referencia. Como era de esperar, por no contar con una especie filogenéticamente cercana, 
el ensamblado de referencia no logró mapear suficientes lecturas y el de novo dio mejores 
resultados, obteniendo 119 contigs mayores a 1 kpb. Este número de contigs es elevado 
pero es esperable para genomas con secuencias repetitivas y altos porcentajes de G+C 
(67,29% en Thermus sp. 2.9), en donde fragmentos ricos en GC no se desnaturalizan 
completamente durante la amplificación del ADN para la secuenciación, resultando en 
regiones sin cobertura (Veal et al., 2012). 
Con el objetivo de obtener un mejor ensamblado se llevaron a cabo distintas estrategias 
para predecir ordenamientos entre contigs y cerrar los gaps entre ellos. Estas incluyeron: el 
alineamiento de contigs a genomas conocidos; la creación de una biblioteca de fósmidos 
con la secuenciación de los extremos de 150 clones; y la generación de un mapa óptico del 
cromosoma. La comparación de los contigs o posteriormente scaffolds obtenidos con el 
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mapa óptico fue utilizada durante todas las etapas del ensamblado, ya que además de 
proponer uniones, permitió verificar el ensamblado de los contigs unidos por las estrategias 
mencionadas, funcionando como un control de las uniones realizadas. Por lo tanto, fue 
fundamental sumar la información aportada por el mapa óptico a la información exclusiva 
de secuencia de ADN. La integración de las tres metodologías mencionadas permitió el 
cerrado de 32 gaps reduciendo el número de contigs a 87.  
Posteriormente, se realizó una nueva secuenciación masiva del ADN genómico de Thermus 
sp. 2.9. En esta instancia se eligió la tecnología de obtención de lecturas pareadas de 
Illumina, ya que la combinación de lecturas largas con lecturas cortas pero pareadas es una 
estrategia efectiva para el ensamblado de un genoma bacteriano con alta calidad (Aury et 
al., 2008). Se obtuvieron aproximadamente 10 veces más lecturas que las generadas por 
Roche 454, y se utilizaron unas y otras en conjunto para realizar un ensamblado híbrido 
entre lecturas de ambas tecnologías. Se obtuvieron 78 contigs mayores a 1 kpb y un N50 de 
79.216 pb. Si se compara estos valores con los del ensamblado de las lecturas Roche 454 
únicamente (119 contigs mayores a 1 kpb y un N50 de 39.906 pb) se obtuvo un menor 
número de contigs con el 50% del genoma representado en contigs mayores a 79,2 kpb en 
vez de 39,9 kpb. El aumento de la cobertura del genoma (o profundidad de la 
secuenciación) de 32 a 142 veces mejoró notablemente el ensamblado. Una cobertura de 50 
veces se considera suficiente para un “buen” ensamblado del genoma (Desai et al., 2013). 
A partir de 100 veces, los aumentos de cobertura no aportan diferencias en el ensamblado; 
las limitantes se deben a razones intrínsecas a la secuencia del genoma (Desai et al., 2013; 
Metzker, 2010). 
De la unión de los scaffolds provenientes de las dos estrategias para realizar scaffolding a 
partir de las lecturas pareadas (descriptas en la sección I.1 de Resultados), se obtuvieron 
finalmente 3 scaffolds que cubren el cromosoma bacteriano, visualizándolos alineados al 
mapa óptico. Para cerrar los gaps entre scaffolds se diseñaron primers hacia afuera en sus 
extremos y se realizaron reacciones de amplificación por PCR. Se obtuvo un producto de 
amplificación apto para secuenciar sólo en uno de los gaps. En los otros dos casos, la 
presencia de amplificaciones múltiples no permitió obtener un templado único 
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representativo del gap. Esto podría deberse a que se trata de zonas repetitivas por lo que se 
dificulta su amplificación inequívoca; y coincide con que son zonas que no han podido ser 
ensambladas luego de contar con lecturas de dos metodologías de NGS distintas.  
La secuencia final obtenida del genoma de Thermus sp. 2.9 posee 2,48 Mpb representado 
en dos scaffolds que forman el cromosoma y tres scaffolds que presentan similitudes con 
plásmidos del género. El contenido de G+C de las secuencias ensambladas de Thermus sp. 
2.9 (67%) es acorde al de otros aislamientos de género, como T. aquaticus (68%) y T. 
thermophilus (69%).  
La implementación de las diversas metodologías de secuenciación y cerrado de gaps 
representó una estrategia eficiente para obtener la secuencia de un genoma con un alto 
porcentaje de G+C y alta proporción de secuencias repetitivas, en donde es improbable la 
obtención del genoma en un solo contig (Metzker, 2010).  
Una vez obtenido el genoma de Thermus sp. 2.9, el siguiente paso fue su anotación para 
identificar y localizar a cada uno de los genes codificados. Para esto se utilizó un programa 
de anotación automática (RAST), el cual realiza, en primer lugar, una anotación estructural 
para la identificación de genes utilizando la herramienta de predicción de genes Glimmer 
(Delcher et al., 2007) y luego realiza una anotación funcional de los genes identificados 
comparando las secuencias de los CDSs o proteínas predichas con bases de datos 
existentes. Como resultado se obtuvieron 2719 CDSs. Del total, 937 están anotados como 
codificantes de proteínas hipotéticas, lo que representa un 34% de genes con función 
desconocida. Este porcentaje concuerda con el de proteínas hipotéticas predichas en otras 
cepas del mismo género; por ejemplo, un 37% en T. aquaticus y un 34% en T. thermophilus 
HB8, aunque suele ser un poco superior al de proteínas hipotéticas en otros géneros 
bacterianos, como Pseudomonas (22%), Staphylococcus (29%) y E. coli (23%). Esto da 
cuenta del menor conocimiento que se tiene de la biología de bacterias del género Thermus, 
comparado al de otros géneros.  
Otro dato notable de la anotación del genoma de Thermus sp 2.9 fue la determinación de 
174 genes con similitud a genes de plásmidos de T. thermophilus en los tres scaffolds que 
no alinean con el mapa óptico del cromosoma de Thermus sp. 2.9, y la identificación de un 
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gen codificante de una proteína anotada como “plasmid stability protein stbB” con un 
99,23% de identidad con la de T. thermophilus HB8 y HB27. Esto sugiere fuertemente que 
la cepa cuenta con contenido plasmídico. Sin embargo, hasta el momento, los protocolos de 
extracción plasmídica que se ensayaron en el laboratorio no condujeron a la identificación 
de plásmidos.  
El pan-genome (“pan” en griego significa “entero”) describe el conjunto de genes de un 
grupo o especie seleccionada. Dentro de éste, se incluye al core genome, que representa 
genes presentes en todos los miembros de ese grupo, generalmente genes esenciales 
codificantes de proteínas involucradas en la replicación, traducción y homeostasis. 
Adicionalmente, dentro del pan-genome, existen genes compartidos por algunos de los 
miembros del grupo, y genes únicos que diferencian a cada cepa. El análisis del pan-
genome de Thermus sp. 2.9 y 8 aislamientos cercanos del mismo género mostró una 
distribución bimodal en el número de familias de genes compartidas por los genomas 
considerados, similar al observado para otros géneros bacterianos (Lapierre y Gogarten, 
2009; Zwick et al., 2012). El análisis del pan-genome con genomas conocidos del género 
demostró una alta proporción de genes únicos de Thermus sp. 2.9, no compartidos por otros 
aislamientos, evidenciando que Thermus sp. 2.9 aporta una alta variabilidad al grupo.  
El genoma más cercano al de Thermus sp. 2.9, en base a homología de familias de genes, es 
el de T. aquaticus, compartiendo aproximadamente un 80% de sus genes. Sin embargo, la 
identidad promedio entre sus genes es menor a la observada entre genes de cepas de una 
misma especie de Thermus. Por lo tanto, si se tiene en cuenta que análisis previos de 
filogenia en base al gen ribosomal 16S revelaron que Thermus sp. 2.9 no se agrupa con 
ninguna especie reportada, las diferencias halladas a nivel genómico en cuanto al número 
de genes únicos y la baja identidad entre los compartidos, sugerirían la posibilidad de que 
Thermus sp. 2.9 represente una nueva especie. Debido a que los análisis realizados son 
preliminares, esta hipótesis requiere estudios adicionales (pruebas bioquímicas) para su 
validación.  
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II.2 Expresión heteróloga de enzimas termofílicas 
En el genoma de Thermus sp. 2.9 se han encontrado numerosos genes codificantes de 
enzimas potencialmente útiles en distintas áreas de aplicación (fig. R1.4). Particularmente, 
se analizaron cinco de ellos para validar un sistema de expresión utilizando E. coli como 
hospedante, para luego seleccionar dos y avanzar en la caracterización de las enzimas 
codificadas. Para la elección de los genes se tuvieron en cuenta aplicaciones en procesos de 
la industria de los alimentos y de sistemas de producción de bioenergía. 
Se seleccionaron genes codificantes de enzimas anotadas como catalasa, fosfolipasa, 
pululanasa, lacasa y aminopeptidasa. La enzima catalasa se utiliza en la industria 
alimentaria para eliminar las trazas de peróxido de hidrógeno en los lácteos y para el 
tratamiento de envoltorios de alimentos, en los cuales actúa previniendo su oxidación 
(Akertek y Tarhan, 1995). Entre los ejemplos de procesos que utilizan fosfolipasas, se 
encuentran el refinamiento de aceites vegetales y la elaboración de productos lácteos, de 
panificación y emulsionantes (Mansfel, 2009). El interés biotecnológico en la enzima 
lacasa radica en su potencial utilización como catalizador de la oxidación de la lignina para 
el pretratamiento de la biomasa lignocelulósica durante el proceso de obtención de 
bioetanol (Bhalla et al., 2013). La enzima pululanasa es una carbohidrasa que participa en 
la degradación del pululano, un polímero de maltotriosa. En la industria, se utiliza 
principalmente como enzima amilolítica en el procesamiento de almidón para la producción 
de jarabes de azúcar y también se reportaron aplicaciones en la industria de la panificación 
(Malakar et al., 2010). El último gen seleccionado codifica una aminopeptidasa, 
específicamente una denominada Xaa-Pro aminopeptidasa. La principal aplicación 
biotecnológica se encuentra en la industria quesera. Durante el proceso de elaboración de 
los quesos se generan dipéptidos de tipo X-P que aportan sabor amargo y necesitan ser 
eliminados. El agregado de estas enzimas mejora su sabor y textura (Yang y Tanaka, 2008). 
Los genes codificantes de las enzimas seleccionadas se clonaron en un vector plasmídico 
(pJexpress404, DNA 2.0) bajo un promotor derivado del fago T5 con actividad regulable 
por inducción con IPTG y represión por glucosa. Contiene el origen de replicación del 
plásmido pUC utilizado para obtener alto número de copias, y contiene un gen de 
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resistencia a ampilicina. Se obtuvo sobreexpresión para todas las enzimas mencionadas, 
cultivando los clones transformados de la cepa XL-1 de E. coli por 6 hs después de la 
inducción. Esto demostró la efectividad del sistema para la expresión de los genes de 
Thermus sp. 2.9, si bien, en los casos estudiados, parte de la proteína expresada permaneció 
en la fracción soluble del homogenato del cultivo, mientras que el resto se expresó como 
cuerpos de inclusión. 
Para los estudios de caracterización se seleccionaron las enzimas fosfolipasa y lacasa. Para 
evitar la dificultad de tener que renaturalizar las enzimas a partir de cuerpos de inclusión, se 
trabajó con la fracción soluble. A pesar de la baja proporción de las enzimas termófilas 
expresadas en esta fracción se aprovechó su carácter termorresistente como propiedad 
diferencial para purificarlas parcialmente del resto de las proteínas mesófilas de E. coli.  
Mediante un procedimiento simple consistente en calentar y luego centrifugar la mezcla de 
proteínas, el sobrenadante obtenido se enriqueció en las enzimas termofílicas gracias a la 
mayor resistencia relativa de éstas a la desnaturalización y consiguiente precipitación. 
Este procedimiento es utilizado ampliamente como primer o único paso de purificación de 
enzimas termofílicas expresadas en microorganismos mesófilos, según el grado de pureza 
requerido para su posterior aplicación. Los procedimientos ensayados por distintos grupos 
son diversos y se obtienen también distintos resultados. Takesawa et al. (1990) reportaron 
una alta eliminación de proteínas termolábiles calentando entre 40 y 60 °C un homogenato 
de células de levaduras; mientras que Pessela et al. (2004) obtuvieron una purificación 
prácticamente completa luego calentar a 70 °C un homogenato de E. coli conteniendo una 
α-galactosidasa de Thermus sp. T2. Por otro lado, Chen et al. (2008) realizaron un 
calentamiento de 30 minutos a 70 °C para una β-galactosidasa de Bacillus 
stearothermophilus expresada en B. subtilis y lo combinaron con tres pasos de purificación 
posterior hasta obtener un factor de purificación de 20 veces.  
Esto es indicativo de que el procedimiento de purificación por tratamiento térmico depende 
de cada enzima y del hospedador. Se necesitaría realizar ensayos a distintas temperaturas y 
distintos tiempos para ambas enzimas recombinantes de Thermus sp. 2.9 y poder 
determinar el procedimiento que conduzca al mejor rendimiento y purificación, lo que 
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conduce a reducir los sucesivos métodos de purificación cromatográfica posteriores que 
presentan distintas dificultades y requieren en la mayoría de las veces equipamientos 
costosos (Ghosh et al., 2002).  
II.3 Análisis y caracterización de la enzima fosfolipasa (PLP) de Thermus sp. 2.9 
Se realizó un análisis de la secuencia aminoacídica de la enzima PLP, comparándola con 
las bases de datos. Según los resultados del análisis del pan-genome con cepas del género 
Thermus, se hubiera esperado la mayor similitud con la fosfolipasa de T. aquaticus, con la 
cual se obtuvo un 84% de identidad. Sin embargo, para PLP se encontraron homólogos más 
cercanos en Thermus sp. CCB US3 UF1 (92% de identidad) y en T. scotoductus y T. 
oshimai (85% de identidad con ambos). Estos tres aislamientos se encuentran dentro del 
mismo cluster junto con T. aquaticus y Thermus sp. 2.9 (fig. R1.3). Más alejada se 
encuentra la fosfolipasa T. thermophilus, compartiendo un 72% de identidad, y 
concordando con su mayor distancia en el árbol de pan-genome. 
Para avanzar en su caracterización, se buscaron los hits de BLASTP que den similitud a 
tipos particulares de fosfolipasas; y no se obtuvieron hits con fosfolipasas que hayan sido 
reportadas como del tipo A, B, C o D. De hecho, en la base de datos de GenBank no se 
encuentran fosfolipasas del género Thermus que hayan sido caracterizadas a este nivel. Se 
encontró similitud con una fosfolipasa de tipo patatina de Meiothermus ruber. La patatina 
es una proteína de almacenamiento con actividad fosfolipasa, que representa el 40% del 
total de las proteínas solubles de la papa (Mignery et al., 1988). El dominio conservado de 
fosfolipasas de tipo patatina, está también presente en fosfolipasas A citosólicas de 
humanos (Rydel et al., 2003), y en una fosfolipasa B llamada Neuropathy Target Esterase 
(NTE), la cual muestra actividad sobre fosfatidilcolina y lisofosfatidilcolina de células del 
cerebro y se utiliza como diana en ciertas neuropatías (Quistad et al., 2003; Zaccheo et al., 
2004). Realizando comparaciones entre PLP y proteínas de la base de datos curada de 
ProtKB/Swiss-Prot, se obtuvo la mayor identidad (29%) con la enzima NTE.  
El sitio activo de fosfolipasas de tipo patatina está formado por una díada de los residuos 
Ser y Asp; los cuales se encuentran conservados en PLP de Thermus sp. 2.9. Dado que se 
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han descripto enzimas con dominio de tipo patatina tanto con actividad de fosfolipasa A 
(Rydel et al., 2003) como B (Zaccheo et al., 2004), se pudo inferir que PLP presentara 
alguna de dichas actividades. 
Para demostrar su actividad fosfolipasa se realizaron reacciones enzimáticas utilizando 
lecitina de soja como sustrato, cuyo principal componente, fosfatidilcolina, se encuentra 
formando parte de una mezcla con otros fosfolípidos y lípidos neutros. La utilización de un 
sustrato impuro tiene la ventaja de poder evaluar dos actividades a la vez (fosfolipasa y 
lipasa). Se evidenció a 55 °C degradación de distintos tipos de fosfolípidos y también de 
triglicéridos, diglicéridos y monoglicéridos (lípidos neutros). Existen enzimas reportadas 
con actividad dual de fosfolipasa A y lipasa o esterasa, y varios autores se refieren a éstas 
como enzimas con funciones “promiscuas” (Bornscheuer y Kazlauskas, 2004; de Maria et 
al., 2007; Kazlauskas, 2005; Lee et al., 2012).  
Al ensayar la actividad fosfolipasa a distintas temperaturas, a 70 °C y 85 °C se observó 
actividad no sólo sobre fosfatidilcolina, sino también sobre lisofosfatidilcolina, que es el 
compuesto obtenido por hidrólisis del enlace éster entre el glicerol y uno de los dos grupos 
acilo. Por lo tanto, a altas temperaturas se evidenció la hidrólisis de ambos ácidos grasos, 
sugiriendo que PLP posee actividad de fosfolipasa B. En este sentido, la utilización de 
fosfolípidos con marca radiactiva o fluorescente en las reacciones y la incubación a 
distintos tiempos ayudarían a confirmar el tipo de actividad. La nomenclatura de las 
fosfolipasas B es aún confusa por haberse reportado además actividades de transacilasa en 
estas mismas enzimas; con lo cual, sinónimos incluyendo lisofosfolipasa y lisofosfolipasa-
transacilasa también son utilizados para fosfolipasas B.  
Las fosfolipasas B se han obtenido de diversas fuentes incluyendo tanto plantas y animales 
como microorganismos. Dentro de este último grupo, se reportaron muchas especies de 
hongos que producen fosfolipasas B (e.g. Chen et al., 1997), mientras que se han 
encontrado sólo en algunas bacterias: Moraxella bovis (Farn et al., 2001), Pseudomonas 
fluorescens (Jiang et al., 2012), Bacillus subtilis (Masayama et al., 2010) y Streptomyces 
sp. (Matsumoto et al., 2013). Hasta abril del año 2015 no se había reportado ninguna 
enzima termofílica con actividad de fosfolipasa B. Recientemente se publicó un trabajo 
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(Wei et al., 2015) en el cual se describe una fosfolipasa B de Thermotoga lettingae TMO 
con buen desempeño en ensayos de desgomado de aceites vegetales, etapa del proceso de 
refinamiento del aceite en que se separan los fosfolípidos para evitar alteraciones de calidad 
del producto final. Dicha enzima comparte sólo un 22,7% de identidad con PLP de 
Thermus sp. 2.9. Esto demuestra la originalidad que representa el hallazgo de esta enzima 
con actividad de fosfolipasa B en Thermus sp. 2.9 y su potencial aplicación en el 
desgomado de aceites vegetales.  
Existen 6 fosfolipasas comerciales que se encuentran disponibles para el proceso 
enzimático de desgomado de aceites: Lecitase® 10L (PLA2 pancreática), Lecitase® Novo 
(PLA1 de Fusarium oxysporum), Lecitase® Ultra (PLA1 de Thermomyces lanuginosus/F. 
oxysporum), Purifine® (PLC de Bacillus anthracis/Pichia pastoris), Rohalase® PL-XTRA 
(PLA2 de Trichoderma reesei) y LysoMax® (PLA2 de Streptomyces violaceoruber) (de 
Maria et al., 2007; Dijkstra, 2010; Yang et al., 2008). En este contexto, las PLA convierten 
fosfolípidos en lisofosfolípidos que pueden ser eliminados junto con las aguas residuales en 
una etapa de centrifugación. Las fosfolipasas B catalizan la hidrólisis de ambos grupos 
acilo, resultando en la formación de fosfogliceratos que son más hidrofílicos que los 
lisofosfolípidos y pueden ser eliminados más eficientemente. Aunque las PLBs han sido 
reportadas como efectivas para el desgomado de aceites vegetales (Jiang et al., 2011; Wei 
et al., 2015), aún no se comercializa ninguna para este propósito. PLP de Thermus sp. 2.9 
presentó actividad óptima a temperaturas mayores que las comerciales (de Maria et al., 
2007; Dijkstra, 2010; Yang et al., 2008), y también mayor estabilidad a 80 °C que la PLB 
recientemente publicada de Thermotoga lettingae TMO (Wei et al., 2015), por lo que se la 
considera una enzima con características distintivas para su evaluación en esta aplicación.  
Para cuantificar la actividad de PLP sobre lípidos neutros en forma relativa a distintas 
temperaturas se puso a punto una reacción utilizando el sustrato cromogénico p-nitrofenil 
palmitato. La mayor actividad se obtuvo a 65 °C, mostrando una actividad relativa superior 
al 77% en todo el rango ensayado (entre 55 y 80 °C). Esto indica que la enzima podría ser 
utilizada en un rango amplio de temperaturas elevadas con alta retención de su actividad. 
La temperatura óptima y el pH óptimo alcalino concuerdan con los determinados para otras 
lipasas termofílicas (Balan et al., 2012; Castro-Ochoa et al., 2005; Tirawongsaroj et al., 
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2008). Sin embargo, existen lipasas de hipertermófilos que muestran temperaturas óptimas 
de actividad lipolítica más elevada, por ejemplo, dos lipasas de la bacteria anaeróbica 
Thermosyntropha lipolytica, cuya temperatura óptima de catálisis ronda los 96 °C (Salameh 
y Wiegel, 2007).  
Con respecto a su termoestabilidad, la actividad lipasa de PLP de Thermus sp. 2.9 se 
mantuvo altamente estable a 50, 70 y 80 °C. Sin embargo, se evidenció un comportamiento 
no esperado a lo largo de la incubación a 50 °C que consiste en un descenso de la actividad 
a las pocas horas de comenzar la incubación, más pronunciado que el que se produce a 
temperaturas más altas, seguido de un incremento que lleva a la recuperación de la 
actividad. El descenso de actividad podría ser inherente a la preparación enzimática (cabe 
señalar que no es una preparación de enzima pura) y puede deberse a la presencia de 
proteasas, que están más activas a 50 °C que a 70 y 80 °C; y luego la recuperación de la 
actividad podría deberse a una activación de la enzima por un efecto acumulativo de la 
temperatura. Este fenómeno de incremento de actividad a lo largo de una incubación a alta 
temperatura ya ha sido reportado en trabajos con otras enzimas (Guan et al., 2014; Liu et 
al., 2015). 
Comparando la termoestabilidad de PLP de Thermus sp. 2.9 con la de otras lipasas 
termofílicas, se observó que la actividad remanente superior al 80% luego de incubar a     
70 °C y 80 °C durante 16 horas es altamente superior a la de otras lipasas con las que 
comparte su temperatura óptima (Balan et al., 2012; Castro-Ochoa et al., 2005; 
Tirawongsaroj et al., 2008; Zhang et al., 2003), indicando una alta termoestabiliadad sin el 
agregado de estabilizantes. Incluso estos valores son más altos aún que los de la enzima 
comercial Lecitase® Ultra, la cual, además de su actividad PLA1 exhibe actividad lipolítica 
que se mantiene estable hasta una hora después de incubarla a 50 °C, bajando drásticamente 
al incubarla a temperaturas superiores, e inactivándose luego de una hora a 70 °C (Mishra 
et al., 2009). 
En cuanto al pH óptimo de reacción, para ambas actividades enzimáticas de PLP se obtuvo 
mejor actividad en un medio alcalino, lo cual coincide con lo reportado para la mayor parte 
de las lipasas y fosfolipasas bacterianas (Borrelli y Trono et al., 2015). 
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La presencia de ion Ca+2 en la reacción aumentó 1,7 veces la actividad lipolítica. Este 
efecto es comúnmente observado en fosfolipasas y lipasas (contrariamente a lo que sucede 
con el agregado de iones monovalentes) siendo muchas de ellas calcio dependiente 
(Dennis, 1983; Reynolds et al., 1993). PLP demostró no ser estrictamente dependiente de 
Ca+2. 
En conclusión, PLP de Thermus sp. 2.9 parecería ser una enzima “promiscua” con actividad 
tanto de fosfolipasa B, como de lipasa. A 70 °C se observa máxima actividad sobre 
fosfatidilcolina, mientras que la actividad sobre lisofosfatidilcolina se observa incluso hasta 
85 °C. La actividad lipasa puede desarrollarse con una actividad relativa superior al 77% en 
un amplio rango de temperaturas (entre 55 y 80 °C). Esto sugiere que PLP de Thermus sp. 
2.9 es una enzima muy versátil, y puede ser modulable dependiendo de las condiciones, por 
ejemplo, variando la temperatura de la reacción predominan distintas actividades y esto 
permitiría definir condiciones específicas para distintas aplicaciones. Alternativamente, se 
podrían realizar estudios de mutagénesis dirigida para mejorar o suprimir una actividad en 
particular. Ya se han realizado investigaciones en ingeniería de lipasas (Borrelli y Trono, 
2015); de hecho existen bases de datos con herramientas para analizar la estructura y 
función de lipasas que permiten analizar los aminoácidos a mutar (Fischer y Pleiss, 2003).  
II.4 Análisis y caracterización de la enzima lacasa (LAC) de Thermus sp. 2.9 
Se realizó una comparación de la secuencia aminoacídica de la enzima LAC con la base de 
datos nr de GenBank, obteniendo la mayor identidad con la proteína oxidasa de cobre de T. 
igniterrae (98%). Un dato notable es que no se obtuvieron homólogos de T. aquaticus, el 
organismo con quien comparte mayor número de genes. Esto indica que la lacasa no se 
distribuye universalmente dentro del género Thermus; pudiendo haberse perdido en T. 
aquaticus. Tampoco se encontró su homólogo en T. thermophilus HB8. Sin embargo, a 
pesar de que las diferencias genéticas entre T. thermophilus HB8 y HB27 son mínimas, 
HB27 sí posee una lacasa que ha sido cristalizada y ampliamente estudiada (Miyazaki, 
2005), y que comparte un 73,1% de identidad con la del aislamiento Thermus sp. 2.9. 
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El alineamiento de la secuencia aminoacídica de LAC con la de la lacasa de T. 
thermuphilus HB27 permitió identificar los tres dominios típicos de lacasas y 4 regiones 
conservadas que se corresponden con sitios de unión a los átomos de cobre. Los iones se 
unen en distintos sitios designados como de tipo 1, 2 y 3 (Morozova et al., 2007). Las dos 
regiones conservadas del domino I poseen histidinas que siguen el patrón H-X-H y 
participan de un centro trinuclear de unión a cobre de tipo 2 y 3, junto con las de la tercera 
región conservada en el dominio III que sigue el mismo patrón. El cuarto motivo 
conservado (dominio III) posee el patrón H-C-H-X de unión a cobre de tipo 1. De esta 
manera, quedan cuatro átomos de cobre organizados en un centro trinuclear híbrido de tipo 
2 y 3; y uno mononuclear de tipo 1; lo cual se describe para la mayoría de las lacasas y 
coincide con lo predicho para LAC de Thermus sp. 2.9. 
Para caracterizar bioquímicamente a la enzima, se realizaron ensayos de actividad con 
ABTS, ampliamente utilizado como sustrato de lacasas (e.g. Guan et al., 2014; Liu et al., 
2015; Reiss et al., 2011), el cual vira de incoloro a verde al oxidarse por acción de la 
enzima.  
En cuanto al efecto de la temperatura, LAC de Thermus sp. 2.9 mostró una actividad 
máxima a los 75-80 °C. Esta temperatura es superior a la óptima descripta para lacasas 
bacterianas termofílicas del género Streptomyces (Endo et al., 2003; Molina-Guijarro et al., 
2009; Suzuki et al., 2003) y del género Bacillus (Guan et al., 2014; Reiss et al., 2011). Sin 
embargo, es menor a la de las dos lacasas de T. thermophilus (Liu et al., 2015; Miyazaki, 
2005), lo cual se corresponde con el carácter hipertermófilo de esta bacteria. Por otro lado, 
las lacasas fúngicas tienen una temperatura óptima que suele estar comprendida entre 30 y 
60 ºC (Baldrian, 2006).  
Los perfiles de termoestabilidad de las lacasas varían significativamente y se relacionan con 
el rango de temperaturas de crecimiento del organismo del cual se aislaron (Hildén et al., 
2009). En este sentido, las lacasas más termoestables se han aislado de bacterias, mientras 
que las de hongos generalmente descienden su actividad rápidamente a temperaturas 
mayores 60 °C (Baldrian, 2006). LAC de Thermus sp. 2.9 retuvo 71% de su actividad al 
cabo de 16 horas a 50 °C, mientras que a las 2 horas de incubación a 70 °C mantuvo un 
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43%, y a 80 °C su actividad decreció rápidamente. La termoestabilidad de LAC se podría 
comparar a la de B. pumilus, que crece a una temperatura similar a Thermus sp. 2.9 y cuya 
lacasa expresada de forma heteróloga retiene un 50% de su actividad luego de 3,5 horas a 
65 °C (Reiss et al., 2011). Por su parte, las lacasas hipertermófilas como las provenientes de 
T. thermophilus SG0.5JP17-16 (Liu et al., 2015) y HB27 (Miyazaki, 2005) retienen más del 
75% de su actividad después de 4 horas a 80 °C.  
El pH óptimo de 5 observado para LAC utilizando el sustrato ABTS está en concordancia 
con el observado para las otras lacasas bacterianas del género Thermus (Liu et al., 2015; 
Miyazaki, 2005) y Bacillus (Guan et al., 2014) y es superior al valor medio descripto para 
las lacasas fúngicas (pH 3) (Baldrian, 2006). 
De esta manera, la enzima LAC de Thermus sp. 2.9 representa un buen candidato para 
catálisis de cortos períodos de tiempo a elevadas temperaturas (75-80 °C). La 
termoestabilidad podría aumentarse en presencia de estabilizantes; ya que para otras 
enzimas termofílicas se reportó un aumento en su termoestabilidad mediante el agregado de 
iones o aditivos orgánicos como estabilizantes en las reacciones (Ramos et al., 1997; 
Samuel et al., 2010). Alternativamente, puede ser utilizada a temperaturas menores por 
períodos prolongados con una actividad menor. En el pretratamiento de la biomasa 
lignocelulósica para la obtención de bioetanol, se utiliza normalmente la enzima lacasa a  
50 °C durante 24 horas (Rico et al., 2014). Por las características demostradas, resultaría 
interesante ensayar la enzima LAC de Thermus sp. 2.9 en la aplicación mencionada.  
Actualmente, existe una base de datos llamada LccED (Laccase Engineering Database) 
que combina información de secuencia y estructura de lacasas, y sirve como herramienta 
para asignar nuevas proteínas a familias existentes y para investigar la relación secuencia-
estructura-función en ingeniería de lacasas (Sirim et al., 2011). De esta manera, se puede 
mejorar la especificidad de sustrato o estabilidad de una enzima lacasa mediante estrategias 
de mutagénesis. 
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III Conclusiones  
Se realizó la secuenciación del genoma completo de Thermus sp. 2.9 mediante dos 
tecnologías de última generación (Roche 454 e Illumina MiSeq). La integración de ambos 
tipos de lecturas, junto con la suma de información dada por un mapa óptico, una biblioteca 
de fósmidos, y alineamientos con genomas conocidos, permitió obtener la secuencia 
genómica de 2,48 Mpb representada en 5 scaffolds. 
Estudios comparativos indican que Thermus sp. 2.9 comparte mayor número de genes con 
T. aquaticus que con los genomas de otros aislamientos del mismo género. 
Se ha demostrado el potencial de esta bacteria como fuente de numerosas enzimas 
termoestables con diversas aplicaciones, logrando la sobreexpresión de 5 enzimas con 
aplicación industrial.  
Se caracterizaron dos enzimas termofílicas con actividades detectables a temperaturas 
elevadas. La primera mostró actividad fosfolipasa, lisofosfolipasa y lipasa, distinguiéndose 
de sus homólogas de otros microorganismos termófilos por su gran termoestabilidad. La 
segunda, con similitud de secuencia con lacasas, presentó actividad oxidativa a una 
temperatura óptima superior a la de muchas lacasas provenientes de microorganismos 
termófilos.
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo 2: 
Secuenciación y análisis del 
genoma de B. thuringiensis 
INTA Fr7-4. 
Caracterización funcional 
de proteínas Cry. 
Capítulo 2: Resultados 
100 
 
I Resultados 
I.1 Análisis de microscopía de B. thuringiensis INTA Fr7-4  
B. thuringiensis INTA Fr7-4 es un aislamiento autóctono proveniente de muestras de suelo 
de la provincia de Misiones. En un microscopio óptico de contraste de fase se observaron 
bacterias crecidas en medio LB sólido hasta la etapa de esporangio maduro (fig. R2.1-C) y 
esporulación completa (fig. R2.1-A). En ambos casos se destaca la presencia de inclusiones 
cristalinas en forma de cristales ovoides. Cuando se analizaron cortes ultra finos en el 
microscopio electrónico de transmisión de bacterias en la etapa de esporangio maduro, se 
observaron cristales ovoides uniformes, completamente separados de las esporas, con un 
largo de diámetro que varía entre 0,7 y 0,8 μm (fig. R2.1-D). Estas dimensiones coinciden 
con las registradas bajo un microscopio electrónico de barrido, donde también se pudo 
diferenciar claramente las esporas de los cristales (fig. R2.1-B).  
Figura R2.1: Micrografías de B. 
thuringiensis INTA Fr7-4. A- 
micrografías de contraste de fase de 
esporas y cristales; B- micrografías de 
barrido electrónico de esporas y 
cristales; C- micrografías de contraste 
de fase de células en esporangio, 
mostrando cristales y esporas; D- 
micrografías de transmisión electrónica 
de una célula en esporangio, mostrando 
una espora y una inclusión cristalina. 
I.2 Secuenciación y análisis de genes insecticidas de B. thuringiensis INTA Fr7-4 
En un estudio previo de nuestro grupo de trabajo se determinó la secuencia completa de tres 
plásmidos de B. thuringiensis INTA Fr7-4: pFR55, pFR12.5 y pFR12 (Amadio et al., 2009) 
a partir de la secuenciación de clones de una biblioteca plasmídica. La secuencia de un 
fragmento que no formaba parte de dichos plásmidos presentó similitud con secuencias de 
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genes cry8 depositadas en las bases de datos. Para obtener la secuencia completa de un 
posible gen cry8 presente en INTA Fr7-4 se diseñaron primers conservados en base a las 
secuencias conocidas. Mediante PCR se obtuvo un producto de amplificación de 
aproximadamente 3,5 kpb. Dicho producto fue ligado al vector pGEM-T, y la ligación 
usada para transformar E. coli XL-1. Del análisis de clones de bacterias transformantes se 
identificaron dos genes cry8 distintos. Además, se obtuvo un clon con la secuencia 
completa de un gen vip2. Sin embargo, ninguno de estos genes se encuentra codificado en 
los tres plásmidos descriptos. Estos resultados formaron parte de la tesis de doctorado del 
Dr. Ariel Amadio (Amadio, 2008) y sentaron las bases para la continuación de esta línea de 
investigación. 
I.2.1 Genes cry 
Dado que se han reportado cepas de B. thuringiensis con más de un gen insecticida de la 
misma familia (Kronstad et al., 1983), se realizó un screening secuenciando clones 
adicionales provenientes del producto de PCR amplificado con primers específicos de 
genes cry8 (C8-F01 y C8-R01; tabla A.1, Anexo). Esto permitió la identificación de otro 
gen cry8 -distinto a los dos previamente encontrados en el aislamiento INTA Fr7-4- del 
cual se obtuvo la secuencia completa siguiendo la estrategia de primer walking, utilizando 
cada lectura obtenida para diseñar un nuevo primer que permita extender la secuencia. Los 
genes identificados inicialmente fueron nombrados cry8Qa2 y cry8Kb3, y el gen cry8 
secuenciado en este trabajo recibió la denominación de cry8Pa3 por la Comisión 
Internacional de Nomenclatura de Delta-Endotoxinas de B. thuringiensis 
(http://www.btnomenclature.info). 
Se realizó un análisis de secuencia de los tres genes cry8 de B. thuringiensis INTA Fr7-4. 
Las características de cada uno se mencionan en la tabla R2.1. El largo de estos genes 
coincide con el largo calculado para otros genes cry8 (e.g. Ogiwara et al., 1995; Shu et al., 
2009). 
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Gen 
Largo 
(pb) 
Largo 
(aa) 
Peso molecular 
(kDa) 
cry8Kb3 3510 1169 131,4 
cry8Pa3 3531 1176 132,7 
cry8Qa2 3555 1184 132,4 
Tabla R2.1: Características de secuencia de los genes cry8 de INTA Fr7-4 y sus proteínas predichas. 
La secuencia de aminoácidos de Cry8Kb3 resultó idéntica a la de las proteínas previamente 
reportadas en GenBank (número de acceso): Cry8Kb1 (HM123758) y Cry8Kb2 
(KC156675), aunque la secuencia nucleotídica es idéntica únicamente a la de cry8Kb2. La 
secuencia de Cry8Pa3 mostró 100% de identidad con la proteína Cry8Pa2 (HQ413324), 
con la cual presenta 4 diferencias a nivel nucleotídico. Por su parte, la secuencia 
aminoacídica de Cry8Qa2 es idéntica a la de Cry8Qa1 (ADW78573), aunque a nivel 
nucleotídico presenta 3 diferencias. Hasta el momento, no se han reportado estudios de 
actividad sobre estas secuencias de proteínas depositadas en GenBank idénticas a las del 
aislamiento B. thuringiensis INTA Fr7-4. 
Las proteínas Cry8 son sintetizadas como protoxinas inactivas, y procesadas 
proteolíticamente para desarrollar su actividad. La figura 2 muestra el alineamiento de las 
secuencias aminoacídicas predichas de las protoxinas Cry8Kb3, Cry8Pa3 y Cry8Qa3. Se 
puede observar, mirando a simple vista las barras de similitud entre aminoácidos, que existe 
distinto grado de conservación de aminoácidos a lo largo del alineamiento. La región más 
conservada, carboxi-terminal, coincide con la parte clivada de la protoxina, la cual no 
presenta funciones relacionadas con la actividad insecticida. En la figura R2.2 se señala con 
corchetes los dominios I, II y III predichos para las toxinas Cry. El dominio I se relaciona 
con la inserción y formación del poro en la membrana del intestino del insecto. Los 
dominios II y III están implicados en la especificidad de unión de proteínas Cry a sus 
receptores en los insectos blanco (de Maagd et al., 1999; Herrero et al., 2004; Schnepf et 
al., 1998). La región más variable observada en el alineamiento de las tres proteínas Cry8 
de INTA Fr7-4 abarca principalmente estos dos dominios. Por lo tanto, la diferencia de 
aminoácidos entre las tres proteínas sugiere que podrían presentar especificidad para 
diferentes especies de insecto.  
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Figura R2.2: Alineamiento de las proteínas Cry8Pa3, Cry8Qa2y Cry8Kb3. Las barras del histograma indican el grado de similitud entre aminoácidos. Los 
dominios predichos I, II y III se encuentran consecutivamente delimitados por corchetes. 
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Utilizando el método de Neighbor-Joining se construyó un árbol filogenético con un 
miembro representativo de cada subclase de proteínas Cry8 depositadas en GenBank y la 
secuencia de las tres Cry8 estudiadas en este trabajo. Como se muestra en la figura R2.3, se 
pueden distinguir tres grupos principales. Cry8Kb3, Cry8Pa3 y Cry8Qa2 de INTA Fr7-4 
están incluidas juntas dentro de uno de estos grupos.  
 
Figura R2.3: Árbol filogenético de proteínas Cry8. Cry1Aa1 se utilizó como un outgroup.  
I.2.2 Genes vip 
Como fue mencionado, en un trabajo previo de nuestro grupo (Amadio, 2008) se reportó la 
presencia de un gen vip2, lo cual sugirió la posible existencia de un gen vip1, ya que se 
conoce que los productos de ambos tipos de genes forman toxinas binarias. 
Se ensayaron amplificaciones mediante PCR con un primer directo diseñado sobre el gen 
vip2 (VIP2-F01) y un panel de primers reversos (VIP1-R01, VIP1-R02, VIP1-R03, VIP1-
R04) diseñados a partir de la secuencia de genes vip1 conocidos. Se obtuvo un amplicón 
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utilizando la combinación VIP2-F01 y VIP1-R03, el cual se clonó en pGEM®-T Easy y se 
secuenciaron 10 clones. Se obtuvieron dos secuencias distintas de operones vip2/vip1 
mediante la estrategia de primer walking, demostrando que el aislamiento INTA Fr7-4 
posee 4 genes vip distintos: 2 vip1 y 2 vip2.  
Las proteínas predichas Vip1 de B. thuringiensis INTA Fr7-4 se denominaron Vip1-02 y 
Vip1-04, ambas con un peso molecular estimado en 97 kDa. Comparten un 85% de 
identidad de secuencia, donde las mayores diferencias se localizan en los últimos 250 
aminoácidos. Las proteínas predichas Vip2 se denominaron Vip2-02 y Vip2-04, y tienen un 
peso molecular estimado en 55 kDa. Comparten un 99% de identidad de secuencia. Los 
pesos moleculares de las proteínas Vip1 y Vip2 del aislamiento INTA Fr7-4 coinciden con 
los descriptos para ambas familias de proteínas (Palma et al., 2014). El alineamiento de 
estas proteínas Vip se muestra en la figura R2.4.  
Para el análisis filogenético se alineó un miembro de cada subclase de Vip1 y Vip2 con 
acceso público en GenBank, con las nuevas proteínas Vip de B. thuringiensis INTA Fr7-4. 
La matriz de distancias generada se utilizó para la construcción del árbol filogenético 
(figura R2.5).  
Vip2Ad1 es la más similar a ambas Vip2 del aislamiento INTA Fr7-4 con una identidad del 
74% y 73% con Vip2-04 y Vip2-02, respectivamente. Su gen codificante fue aislado a 
partir de la bacteria Brevibacillus laterosporus (Boets et al., 2004) y forma parte de una 
patente donde se reporta su actividad contra coleópteros, específicamente dentro del género 
Diabrotica. 
Con respecto a las proteínas Vip1, la más similar a Vip1-02 es Vip1Bb1 de B. thuringiensis 
str. PS177C8, con un 68% de identidad, mientras que Vip1-04 comparte la mayor 
identidad, 67%, con Vip1Aa2 de B. thuringiensis str. PS31F2. Estas dos proteínas Vip1 
reportadas forman parte de patentes estadounidenses (número 6603063 y 6656908) 
provenientes de los mismos inventores (Feitelson et al., 1999; Feitelson et al., 2001) 
quienes patentaron en total 9 genes vip provenientes de aislamientos tóxicos contra 
lepidópteros y/o coleópteros.  
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Figura R2.4: Alineamiento de las proteínas Vip2 y Vip1 de INTA Fr7-4. Las barras del histograma indican el grado de similitud entre aminoácidos
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Figura R2.5: Árbol filogenético de proteínas Vip1 y Vip2. Vip3Aa1 se incluyó como outgroup.  
I.3 Secuenciación y ensamblado del genoma de B. thuringiensis INTA Fr7-4 
Para hallar otros posibles genes insecticidas no detectados como así también su localización 
en el cromosoma o en plásmidos no identificados, se realizó una secuenciación del genoma 
de B. thuringiensis INTA Fr7-4 en un equipo Illumina MiSeq. 
Luego de aplicar los filtros de corte por calidad se obtuvieron 2.442.414 lecturas pareadas 
(4.884.828 totales) con un largo promedio de 129 pb, y 4.962.965 lecturas simples, que 
luego de los filtros de corte quedaron sin su par, con un largo promedio de 124 pb. Se 
realizó un ensamblado de novo utilizando el programa Velvet (v1.2.10). Como resultado se 
ensamblaron 7.014.713 lecturas en 154 contigs que fueron vinculados gracias a la 
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información aportada por las lecturas pareadas obteniéndose 12 scaffolds mayores a 6 kpb. 
A través del programa GapFiller (v1.10) para el cerrado de gaps in silico se incorporaron un 
total de 13.149 pb a los scaffolds, que reemplazan a las "N" agregadas por el ensamblador. Se 
obtuvo el borrador del genoma de B. thuringiensis INTA Fr7-4 en 12 scaffolds con un largo 
total de 6.035.548 pb. El scaffold más largo posee 3,9 Mpb. 
Se compararon los scaffolds obtenidos con la base de datos de GenBank utilizando BLASTN. 
Cinco scaffolds alinean con el cromosoma de una especie relacionada clasificada como 
Bacillus bombysepticus str. Wang (Cheng et al., 2014) con un 99% de identidad en un 98% de 
su longitud. Los otros 7 scaffolds muestran similitudes con plásmidos de B. thuringiensis. Dos 
de ellos reconstruyen al plásmido pFR55 de B. thuringiensis INTA Fr7-4, previamente 
reportado. Los 5 scaffolds restantes presentan similitudes parciales con plásmidos del grupo 
o fragmentos de éstos, y no alinean a nivel global con ninguno de ellos. No se encontraron 
secuencias correspondientes a los plásmidos pFR12 y pFR12.5 en los restantes cinco 
scaffolds.  
I.4 Análisis de un nuevo megaplásmido: pFR260 
I.4.1 Características generales 
Las secuencias de los genes insecticidas obtenidas previamente a la secuenciación del 
genoma del aislamiento, alinearon con los extremos de 4 de los scaffolds generados, cuyas 
secuencias correspondían a fracciones de los genes cry8 y vip1, permitiendo unir dichos 
scaffolds. Es esperable que existiendo genes similares de una misma familia (varios genes 
cry8 y varios vip), Velvet no haya podido ensamblar inequívocamente las lecturas 
correspondientes, y estos queden representados, parcialmente, en los extremos de los 
scaffolds. De esta manera, gracias a las secuencias de los genes insecticidas obtenidas por 
secuenciación de clones de estos genes, se pudo lograr el ensamblado de 4 scaffolds en un 
único scaffold cuyos extremos se superponen, asumiendo que es circular, representando un 
megaplásmido. Los 16 gaps de secuencia que se encontraron en el scaffold final se cerraron 
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mediante la estrategia de primer walking descripta en Materiales y Métodos de manera de 
obtener la secuencia completa. 
Se obtuvo una secuencia circular de 260.595 pb de largo, con un contenido global del G+C 
de 33,1%. Un total de 283 CDSs fueron identificados utilizando RAST v2.0 y 250 
utilizando PROKKA, dos herramientas de anotación automática. Cada CDS fue analizado 
manualmente descartando aquellos cuya proteína predicha sea menor a 40 aminoácidos. 
También se descartaron CDSs que corresponden a genes truncados, ya sea fragmentos de 
genes (no completos) o genes cuya secuencia se encuentra completa pero un corrimiento 
del marco de lectura generó un codón de terminación adicional. Además se revisó la 
anotación de cada uno comparándolo con distintas bases de datos como se detalla en 
Materiales y Métodos. Como resultado del curado manual de la anotación de pFR260 de B. 
thuringiensis INTA Fr7-4 se obtuvieron 217 CDSs que se encuentran listados en la tabla 
A.4 del Anexo. Se nombraron con el prefijo “pFR260_” seguido de un número creciente 
consecutivo que identifica a cada gen. A 123 se les ha asignado una función putativa ya que 
poseen similitud significativa con proteínas descriptas de otros organismos. Las proteínas 
predichas que no comparten similitud con secuencias depositadas en las bases de datos se 
anotaron como proteínas hipotéticas, mientras que 69 CDSs que codifican proteínas con 
similitud a proteínas hipotéticas se anotaron como proteínas hipotéticas conservadas.  
La figura R2.6 muestra una representación de pFR260, en donde se observa una 
distribución similar de los CDSs en ambas cadenas (52 y 48%). Además está graficado el 
contenido de G+C en negro, observándose el desvío del mismo por encima o debajo del 
promedio a lo largo de toda la secuencia. El GC Skew representado en el círculo más 
interno aporta información sobre el posible origen de replicación y será analizado más 
adelante. La escala está referida a una coordenada 0 tomada arbitrariamente. 
El análisis de los CDSs obtenidos luego del curado manual de la anotación permite predecir 
que sólo el 67% (176.481 pb) del largo de pFR260 representa regiones codificantes. Este 
bajo porcentaje de densidad codificante coincide con el de otros estudios de plásmidos 
donde su densidad de genes es menor que la de su par cromosómico (Bult et al., 1996; 
Fraser et al., 1997) debido a la existencia de grandes regiones intergénicas y genes 
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truncados. En total, un 20% de los CDSs completos y un 57% de los truncados descartados 
en la anotación presentan similitudes con genes relacionados a la transposición, lo cual 
indica que han ocurrido una gran cantidad de cambios en el ADN en la historia evolutiva de 
pFR260. 
 
Figura R2.6: Representación circular de pFR260. El círculo más interno representa el GC skew                   
[(G - C)/(G + C)], con valores positivos en rosa y negativos en violeta. El siguiente círculo corresponde al 
contenido en G+C, con un valor promedio de 33,1% como línea de base; valores por encima son ricos en 
G+C y valores por debajo son ricos en A+T. Para graficar los dos círculos internos se utilizaron ventanas 
deslizantes de 1000 pb. Los dos círculos externos siguientes indican con flechas los genes predichos en ambas 
cadenas de ADN. El círculo más externo representa la escala en pb. Gráfico generado utilizando DNAPlotter 
(Carver et al., 2009) 
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I.4.2 Genes codificantes de proteínas insecticidas 
Como ya se ha descripto en la sección I.2, se han identificado tres genes cry8 (cry8Qa2, 
cry8Kb3 y cry8Pa3), dos genes vip1 (vip1-02 y vip1-04) y dos genes vip2 (vip2-02 y vip2-
04) secuenciando clones generados a partir de amplificaciones con primers de estas 
familias de genes. La secuenciación del genoma de B. thuringiensis INTA Fr7-4 ha 
permitido confirmar la secuencia de estos genes.  
Además, se identificó un gen (pFR260_188) codificante de una proteína que posee un 
dominio conservado “ETX_MTX2”. Estos dominios se encuentran presentes en toxinas de 
Lysinibacillus sphaericus y en la toxina épsilon de Clostridium; y también se han 
identificado en algunas familias de toxinas Cry de B. thuringiensis que no pertenecen a las 
típicas de tres dominios. La proteína codificada por gen pFR260_188 de INTA Fr7-4, con 
un peso molecular predicho en 36 kDa, posee un 35% de identidad a lo largo de toda la 
proteína con la toxina mosquitocida de L. sphaericus (Berry, 2012). Comparándola con 
toxinas Cry de B. thuringiensis que poseen dominios ETX_MTX2, no se observó identidad 
mayor al 10% con ninguna de ellas, lo cual indicaría la presencia de una nueva proteína Cry 
de una familia aún no reportada. 
No se ha detectado ningún otro gen insecticida en el megaplásmido pFR260, ni en el resto 
de los scaffolds. 
Notablemente, en pFR260 se encontró una secuencia corta codificante de un fragmento de 
182 aminoácidos que posee similitud con la región central de la toxina Cry8Ba. La 
presencia de un remanente de un gen cry8 indicaría la pérdida de este gen insecticida a 
través de la evolución. 
I.4.3 Isla de patogenicidad 
El aspecto más destacable del plásmido pFR260 es la presencia de una región de ~105 kpb 
que posee la mayoría de las características que definen a una isla de patogenicidad (PAI) 
bacteriana, según Hacker y Kaper (2000). Esta región posee todos los genes insecticidas del 
aislamiento y otros factores de virulencia inespecíficos. Los genes insecticidas se 
distribuyen de la siguiente manera: cry8Kb3 se encuentra 5,6 kpb corriente arriba de 
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cry8Pa3, y cry8Pa3, 5 kpb corriente arriba del operón vip2/1-02 (figura R2.7), todos 
codificados en la misma cadena. En la cadena complementaria, a unos 44 kpb corriente 
abajo, se encuentran el operón vip2/1-04 y el gen cry8Qa2 manteniendo una distancia entre 
ellos similar a la descripta para sus homólogos de cadena opuesta. Además se observa una 
alta conservación entre ambas secuencias comprendidas entre los genes cry8 y operones 
vip. El gen codificante de la proteína con dominio ETX_MTX2 (posiblemente Cry) 
también se encontró en la PAI, en la región comprendida entre ambos operones de genes 
vip (figura R2.7).  
Se han reportado proteínas Cry8 tóxicas contra larvas de coleópteros (e.g. Asano et al., 
2003; Oliveira et al., 2011; Shu et al., 2009); de modo similar, las toxinas formadas por 
Vip1 y Vip2 tienen especificidad contra este orden de insectos (Warren, 1997); y las tres 
familias de genes pueden estar presentes en el mismo genoma (Hernández-Rodríguez et al., 
2009). Particularmente, Bi et al. (2015) describieron una cepa de B. thuringiensis tóxica 
contra larvas de Scarabaeidae que posee un gen cry8, un cry8-like, un vip1 y un vip2, pero 
no aportaron ninguna información acerca de la organización de estos genes en el genoma. 
También se han encontrado toxinas Cry con dominios ETX_MTX2 tóxicas contra 
coleópteros (e.g. Cry23A; Donovan et al., 2010). Para nuestro conocimiento, esta es la 
primera vez que se describen genes con potencial actividad insecticida contra coleópteros 
agrupados en una isla de patogenicidad. La expresión de dos de estos genes se analizará 
más adelante. 
Otro elemento de patogenicidad presente en esta región incluye a la hemolisina BL, una 
toxina tripartita cuya actividad hemolítica depende de la presencia de los componentes B, 
L1 y L2 (Beecher et al., 1991). Las hemolisinas son características de cepas de B. cereus, 
aunque también han sido descriptas en algunas cepas de B. thuringiensis (Weinstein et al., 
1988). Los CDSs nombrados pFR260_204, pFR260_205 y pFR260_206 comparten 
similitud con genes denominados hemolysin BL-binding component, hemolysin BL lytic 
component L1 y hemolysin BL lytic component L2, respectivamente. Esto sugiere la 
capacidad de B. thuringiensis INTA Fr7-4 de producir la hemolisina entera, la cual podría 
contribuir inespecíficamente a su patogenicidad. 
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Figura R2.7: Mapa físico de la isla de patogenicidad en pFR260. Las flechas de colores indican los CDSs predichos. Flechas en azul: genes cry8; violeta: 
genes vip; amarillo: gen ETX_MTX2-like; rojo: genes relacionados a transposasas; naranja: pseudogenes relacionados a transposasas; celeste: CDSs con 
otras funciones. Flechas en negro: regiones con similitud a IS1341 que indican los probables límites de la PAI. Entre medio de ambas cadenas se muestran 
las coordenadas. 
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Como se mencionó anteriormente, existe un alto número de genes relacionados a la 
transposición en pFR260. Dentro de esta región de 105 kpb se puede apreciar un 
enriquecimiento en elementos móviles, incluyendo principalmente secuencias de inserción 
(IS) de tipo IS200/IS605, IS3 y IS4. Ambos límites de esta región están flanqueados por 
repeticiones directas que son parte de una IS1341 y podrían ser responsables de la 
adquisición de esta PAI mediante la ocurrencia de un mecanismo de transposición. 
I.4.4 Replicación 
El plásmido pFR260, se considera un plásmido de gran tamaño, por lo que se predice que 
se replica en bajo número de copias por un mecanismo de replicación de tipo theta. El gen 
pFR260_072 de B. thuringiensis INTA Fr7-4 codifica una proteína homóloga a Rep, que es 
una proteína esencial para la replicación plasmídica dentro de los replicones de mecanismo 
theta (del Solar et al., 1998). Es 100% idéntica a la proteína RepX de B. cereus (cepa 
F65185) y de B. thuringiensis (plásmido pBTHD521-5 de B. thuringiensis serovar indiana 
HD521). Para identificar el origen de replicación del plásmido pFR260 del aislamiento 
INTA Fr7-4, se realizó una predicción mediante el cálculo del GC skew del plásmido       
[(G - C)/(G + C)] (Grigoriev, 1998). Se observó un perfil que coincide con el del 
mecanismo de replicación theta bi-direccional, en el cual se obtienen replicones con 
composición asimétrica de G y C debido a mutaciones relacionadas con la síntesis continua 
de la cadena líder y discontinua de la rezagada. Esta asimetría puede ser visualizada 
mediante gráficos de GC skew, observando valores positivos a lo largo del plásmido para la 
cadena líder, y negativos para la rezagada. Los cambios abruptos en la positividad indican 
el origen o terminación de la replicación (Lobry, 1996; Necsulea y Lobry, 2007; Tillier y 
Collins, 2000). En la figura R2.8 se observa un posible origen de replicación evidenciado 
por este cambio de positividad localizado en la coordenada 86,321; a 523 pb del extremo 3´ 
del gen repX; y también se observa el sitio de terminación de la replicación. En la figura 
R2.6 también puede visualizarse el GC skew con valores positivos en verde y negativos en 
violeta que siguen este mismo comportamiento. 
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Figura R2.8: Diagrama de GC skew (azul) y GC skew acumulativo (rojo) de pFR260 obtenido con Genskew 
(http://genskew.csb.univie.ac.at/). Los valores acumulativos alcanzan su máximo en el sitio de terminación de 
la replicación y su mínimo en el origen de replicación. 
I.4.5 Sistema CRISPR-Cas 
Los sistemas CRISPRs (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) 
asociados a los genes cas (CRISPR associated) confieren a muchas archaeas y bacterias 
inmunidad adquirida frente a elementos génicos foráneos como plásmidos y fagos 
(Barrangou et al., 2007; Marrafini y Sontheimer, 2008).  
En el plásmido pFR260 de B. thuringiensis INTA Fr7-4 se ha encontrado un sistema 
CRISPR/Cas que consiste en tres loci CRISPR y 9 genes cas, esquematizados en la figura 
R2.9-A. El locus de cada CRISPR contiene repeticiones directas (DR) de secuencias 
separadas por segmentos cortos de ADN “espaciador” de origen exógeno. Como ejemplo, 
se señala el CRISPR 2 que posee 10 DR de 32 pb y 9 espaciadores de 33 pb en promedio 
(figura R2.9-B). Los CRISPRs se asocian a los genes cas que codifican proteínas 
involucradas en la adquisición de los espaciadores dentro del locus CRISPR y en la etapa 
de interferencia del ADN exógeno. Se encontraron 9 genes codificantes de proteínas Cas, 7 
de los cuales se disponen formando un operón (fig. R2.9-A). 
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Figura R2.9: Análisis del sistema CRISPR/Cas en pFR260. A- diagrama de los loci CRISPR y genes cas en 
pFR260 de B. thuringiensis INTA Fr7-4; en la ampliación se ilustra la organización del CRISPR 2; B- 
secuencia del CRISPR 2; en amarillo se resaltan las repeticiones directas (DR) y en otros colores los 
espaciadores. 
La tabla R2.2 resume las características principales de los 3 CRISPRs hallados. 
CRISPR 
Coordenada 
Inicio 
Coordenada 
Fin 
Largo DR (Consenso) 
Largo 
de DR 
Nro. de 
espaciadores 
1 40242 40601 359 
 
ATTTCAATCCACGCACCTATATAAGGTGCGAC 
32 5 
2 41244 41868 624 32 9 
3 50199 51288 1089 32 16 
Tabla R2.2: Características de los loci CRISPR de pFR260 de B. thuringiensis INTA Fr7-4. 
I.4.6 Genes relacionados a la conjugación 
Analizando mecanismos de conjugación en el grupo de B. cereus, se observó que los genes 
responsables de la transferencia de ADN se agrupan en una región llamada tra (Poluektova 
et al., 2008; van der Auwera et al., 2005) en la cual se encuentran codificadas proteínas de 
sistemas de secreción tipo IV (T4SS) capaces de transportar el ADN entre células. 
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En el plásmido pFR260 se identificaron algunos genes putativos relacionados con la 
conjugación. En la tabla R2.3 se menciona cada uno de ellos. Se identificó la proteína 
conjugativa TraG, homóloga a VirD4 de la maquinaria conjugativa caracterizada para los 
plásmidos de A. tumefaciens (van der Auwera et al., 2005), una proteína relacionada con el 
acople de energía necesaria para la transferencia. También se destacan una proteína de 
ensamblado del pilus (CpaB) y 8 proteínas de membrana que podrían estar implicadas en el 
contacto célula-célula.  
Gen 
Coordenada 
inicio 
Coordenada 
fin 
Cadena Producto 
Tamaño 
(aa) 
pFR260_058 64146 64430 - membrane protein 94 
pFR260_059 65261 65524 - membrane protein 87 
pFR260_066 70705 72465 - Conjugal transfer protein TraG 586 
pFR260_069 78062 78331 - Conjugal transfer protein TraG 89 
pFR260_085 99165 100025 + Flp pilus assembly protein CpaB 286 
pFR260_088 102303 103235 + membrane protein 310 
pFR260_093 104985 105530 + membrane protein 181 
pFR260_094 105527 106150 + membrane protein 207 
pFR260_117 133990 137994 + membrane protein 1334 
pFR260_121 143477 143860 + membrane protein 127 
pFR260_127 147108 148253 + membrane protein 381 
Tabla R2.3: Genes codificados en el plásmido pFR260 relacionados con la conjugación. 
Los plásmidos que presentan un sistema de conjugación funcional codifican proteínas 
homólogas no solo de VirD4, sino también de otras que participan en los T4SS como son 
VirD2, VirB1, VirV11 y VirB4. No se encontraron proteínas con similitud a las cuatro 
últimas en pFR260. La ausencia de estas proteínas sugiere que el plásmido pFR260 de B. 
thuringiensis INTA Fr7-4 ha perdido la capacidad conjugativa y quedan solo restos de la 
maquinaria celular. 
I.4.7 Comparación con plásmidos del mismo género 
La secuencia de pFR260 del aislamiento INTA Fr7-4 no presenta una similitud global (a lo 
largo de toda la secuencia) con ningún plásmido secuenciado hasta el momento. Al 
comparar la secuencia completa de pFR260 con secuencias depositadas en bases de datos, 
se observan similitudes parciales con plásmidos del grupo B. cereus. Se seleccionaron los 
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plásmidos de B. thuringiensis, B. cereus y B. anthracis que arrojaron el mejor hit mediante 
BLAST para su comparación con pFR260. 
El plásmido pIS56-285 comparte regiones similares al pFR260. Está codificado en B. 
thuringiensis serovar thuringiensis str. IS5056, aislada de suelos del Parque Nacional 
Biebrza de Polonia. Muestra similitud con 124 proteínas de las 217 predichas en pFR260 
(fig. 10-A). El criterio adoptado para establecer similitud es un mínimo de 30% de 
identidad de secuencia en al menos un 70% del largo de la proteína. pIS56-285 contiene 
genes vip y genes cry responsables de la formación de cristales bipiramidales 
cuasicuboidales tóxicos contra larvas de Trichoplusia ni (Murawska et al., 2013). Al igual 
que en pFR260 de INTA Fr7-4, se destaca una PAI, difiriendo de ésta en las familias y en 
la cantidad de genes insecticidas, consistiendo en dos cry1, dos cry2 y un vip3. Como puede 
observarse en la figura R2.10-A, la región de ~105 kpb correspondiente a la PAI en 
pFR260 está menos conservada que el resto del plásmido. Las pocas similitudes dentro de 
esta zona corresponden a genes codificantes de transposasas y hemolisinas. Los límites de 
las PAI en ambos plásmidos se encuentran conservados codificando transposasas. Las 
comparaciones muestran que el esqueleto plasmídico se encuentra medianamente 
conservado, mientras que las PAI representan las regiones menos conservadas entre ellos. 
Las diferencias en las familias de genes insecticidas presentes indican diferentes 
especificidades de insectos. 
La figura R2.10 -panel B y C- muestra los alineamientos entre pFR260 y el plásmido de las 
especies cereus y anthracis con el que presenta mayor similitud. Estos son pPER272 de B. 
cereus str. AH820 y BAP1 de B. anthracis str. H9401, los cuales presentan 75 y 83 
proteínas similares a pFR260, respectivamente; siguiendo el mismo criterio de similitud 
mencionado. Estas proteínas corresponden principalmente a proteínas de membrana, de 
conjugación, transposasas y proteínas hipotéticas.  
El análisis comparativo demuestra que pFR260 es un plásmido diferente a todos los 
reportados, que presenta similitud con proteínas del esqueleto plasmídico de otros 
plásmidos del grupo B. cereus y se diferencia de ellos principalmente en la presencia de una 
PAI con genes potencialmente tóxicos contra coleópteros. 
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Figura R2.10: Comparación de pFR260 con plásmidos de especies relacionadas. Representación lineal del 
alineamiento de pFR260 con (nro. de acceso de GenBank): A- pIS56-285 (NC_020384.1); B- pPER272 
(DQ889678.1); C- BAP1 (CP002092.1). Las similitudes proteína-proteína (determinadas por TBLASTX) se 
muestran con líneas cuya intensidad de color indica el nivel de similitud. Las líneas en azul indican que el 
alineamiento fue realizado con la secuencia reversa complementaria. 
I.5 Expresión de cry8Kb3 y cry8Pa3 en B. thuringiensis 
A partir de los genes insecticidas descubiertos en el aislamiento INTA Fr7-4 se 
seleccionaron dos de ellos, cry8Kb3 y cry8Pa3, para profundizar su estudio. Se 
identificaron sus secuencias promotoras y se utilizaron para dirigir su expresión en una 
cepa acristalífera. 
Las regiones promotoras se identificaron por comparación con el promotor de cry8Ea1, que 
es activo durante la etapa de esporulación de la bacteria (Du et al., 2012). Se tomaron las 
regiones corriente arriba del codón de inicio de los genes cry8Kb3 y cry8Pa3 y se 
compararon mediante un alineamiento múltiple con la de cry8Ea1, donde se encuentra el 
promotor de dicho gen. Las regiones llamadas -35 y -10, identificables en la mayoría de los 
promotores, el comienzo de la transcripción (+1) y el sitio de unión al ribosoma (RBS) 
están estrictamente conservados en los tres casos, excepto por un cambio de nucleótido en 
A 
B 
C 
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el promotor de cry8Pa3 (figura R2.11). Sin embargo, hay otras diferencias a lo largo de 
toda la secuencia, siendo las principales dos inserciones de 15 pb y 5 pb en la región 
corriente arriba de cry8Pa3 (figura R2.11). Estas inserciones corresponden al 5´UTR del 
ARNm predicho para cry8Pa3. 
Figura R2.11: Alineamiento de nucleótidos de la región promotora de cry8Ea1, cry8Kb3 y cry8Pa3. Se 
indica el probable inicio de transcripción (+1), las señales putativas -35 y -10 del promotor y el sitio de unión 
al ribosoma (RBS). Los nucleótidos recuadrados comprenden identidades. 
Los genes cry8Kb3 y cry8Pa3 se clonaron individualmente junto con sus respectivos 
promotores en el vector shuttle pHT3101. Las construcciones se nombraron pHTcry8Kb3 y 
pHTcry8Pa3 (ver Materiales y Métodos) y se utilizaron para transformar la cepa 
acristalífera B. thuringiensis 4Q7 con el fin de determinar su habilidad para dirigir la 
síntesis de las proteínas Cry8 y la consecuente formación de cristales. 
La expresión de Cry8Kb3 y Cry8Pa3 se analizó mediante SDS-PAGE y se controló la 
presencia de cristales en las bacterias recombinantes mediante microscopía de contraste de 
fase (figura R2.12). Se utilizó la cepa de 4Q7 transformada con el vector plasmídico 
pHT3101 sin inserto como control negativo. Luego de 72 hs de crecimiento en medio BM 
líquido, los cultivos recombinantes que contienen cry8Kb3 o cry8Pa3 mostraron bandas 
electroforéticas correspondientes a proteínas de 130 kDa, peso molecular similar al de la 
banda observada para la cepa INTA Fr7-4 (fig. R2.12-E). Por otro lado, no se observó 
producción de proteínas de 130 kDa por parte del control de la cepa 4Q7 transformado con 
el plásmido sin gen el cry8 (fig. R2.12-E, línea 3). Estos resultados indican que los 
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promotores de ambos genes son activos en la cepa 4Q7, y esto coincide con la presencia de 
inclusiones en los esporangios observados al microscopio de contraste de fase a las 24 hs de 
crecimiento en medio BM sólido (fig. R2.12-A, B, C, D). La forma de los cristales 
parasporales presentes en los transformantes de 4Q7 con pHTcry8Kb3 y pHTcry8Pa3 bajo 
el control de sus propios promotores es similar a la de los cristales producidos por INTA 
Fr7-4. Sin embargo, los cristales son más pequeños y refractan la luz de diferente manera.  
 
Figura R2.12. Análisis de la expresión de Cry8Kb3 y Cry8Pa3. A-D: micrografías de contraste de fase. 
Crecimiento de 24 hs en medio BM agarizado de complejos de espora-cristal de: A- B. thuringiensis INTA 
Fr7-4; B- 4Q7/pHT3101; C- 4Q7/pHTcry8Kb3; D- 4Q7/pHTcry8Pa3. Barra: 5 µm. E- SDS-PAGE de 
complejos de espora-cristal cosechados de medio líquido BM a las 72 hs de crecimiento: 1- marcador de peso 
molecular (Fermentas); 2- B. thuringiensis INTA Fr7-4; 3- 4Q7/pHT3101; 4- 4Q7/pHTcry8Kb3; 5- 
4Q7/pHTcry8Pa3.  
I.6 Bioensayos de toxicidad de B. thuringiensis INTA Fr7-4 y recombinantes 
Se realizaron bioensayos para evaluar la toxicidad de las proteínas Cry8 de B. thuringiensis 
INTA Fr7-4 utilizando Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae) y la plaga de 
establecimientos avícolas Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae), cuyas crías 
se llevan adelante en el IMyZA. 
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Se evaluó la toxicidad de la cepa silvestre, las recombinantes 4Q7 que expresan cry8Kb3 y 
cry8Pa3 y la recombinante 4Q7 que expresa cry8Qa2 obtenida previamente por nuestro 
grupo de trabajo (ver sección III.6 en Introducción). Además se incorporó el control de la 
cepa 4Q7 transformado con el plásmido sin inserto. De esta manera, se evaluaron las tres 
proteínas Cry8 de INTA Fr7-4 por separado y se comparó la actividad a la de INTA Fr7-4. 
Se obtuvieron autolisados de las cepas después de cultivarlas en medio BM líquido por 72 
horas. En esta etapa del cultivo las proteínas Cry8 se encuentran formando el cristal 
parasporal en la mezcla espora-cristal de cada cepa. El cultivo autolisado se incorporó a la 
dieta artificial con que se alimentó larvas de segundo estadío de A. diaperinus y larvas 
neonatas de A. grandis, en una proporción de 15% y 10%, respectivamente.  
Ninguna de las preparaciones mostró toxicidad contra A. diaperinus (resultados no 
mostrados). 
La cepa recombinante 4Q7 que expresa Cry8Kb3 y el control sin cry8 mostraron bajos 
niveles de mortalidad que no difieren significativamente. Las cepas que producen Cry8Pa3 
y Cry8Qa2 mostraron niveles de toxicidad moderada, siendo Cry8Pa3 la más activa con 
36% de mortalidad y comparable a la de la cepa silvestre Fr7-4 (tabla R2.4).  
Los bioensayos sugieren que la principal proteína responsable de la actividad insecticida 
observada en INTA Fr7-4 contra larvas de A. grandis podría ser Cry8Pa3 ya que la 
preparación de cultivo autolisado que expresa esta proteína mostró niveles de toxicidad 
similares a los de la cepa salvaje.  
Cepa Mortalidad (%)1 
INTA Fr7-4 38.7 ± 1.8  c 
4Q7/pHTcry8Kb3 5.3 ± 3.0  a 
4Q7/pHTcry8Pa3 36.0 ± 2.6  b, c 
4Q7/pHTcry8Qa2 21.4 ± 3.6  a, b 
4Q7/pHT3101 14.9 ± 3.8  a 
Tabla R2.4. Actividad tóxica de cultivos autolisados de B. thuringiensis contra larvas neonatas de A. grandis. 
a-c La letra en común indica diferencias no significativas a un P ≤ 0,05. 1 Media±SEM 
Las proteínas Cry8 de INTA Fr7-4 podrían ser tóxicas también contra insectos plaga aún no 
evaluados, por ejemplo, especies de la familia Scarabaeidae, ya que se han reportado 
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susceptibilidades de esta familia de coleópteros a toxinas Cry8 (Asano et al., 2003; Shu et 
al., 2009). 
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II Discusión 
Al inicio de este trabajo se contaba con la secuencia completa de tres plásmidos del 
aislamiento INTA Fr7-4 de 55, 12,5 y 12 kpb (Amadio et al., 2009). También se había 
detectado la presencia de secuencias con similitud a dos genes cry8 y un vip2; sin embargo, 
estos últimos no se hallaban representados en los plásmidos secuenciados. El objetivo de 
este trabajo consistió en buscar nuevos genes insecticidas como asimismo determinar la 
localización en el genoma de los genes identificados hasta ese momento. Los genes 
insecticidas de B. thuringiensis se encuentran codificados en plásmidos que por lo general 
son de tamaño mayor (megaplásmidos) a los encontrados hasta ese momento en INTA   
Fr7-4. Por otra parte, la mayor parte de los genes cry8 informados de otros aislamientos no 
han sido reportados en el contexto de su secuencia genómica. 
Los aislamientos de B. thuringiensis que expresan más de un gen cry, presentan cristales en 
los que pueden estar representadas las distintas proteínas Cry. Para estudiar la toxicidad de 
cada Cry particular en un insecto específico, se requiere expresarla en forma aislada. Esto 
permite generar herramientas útiles en desarrollos biotecnológicos, dirigidos a incrementar 
la producción agropecuaria combatiendo insectos plagas y al mismo tiempo disminuyendo 
el uso de insecticidas químicos.  
II.1 Secuenciación del genoma de B. thuringiensis INTA Fr7-4 
Como ya se ha mencionado en la Introducción (sección I.1), la secuenciación de un genoma 
completo no representa hoy en día un desafío técnico en sí mismo y se han reducido sus 
costos. El desafío radica principalmente en la etapa de finalización y en el análisis de las 
secuencias ensambladas. 
Para secuenciar el ADN genómico de B. thuringiensis INTA Fr7-4 se utilizó la plataforma 
Illumina MiSeq obteniendo lecturas pareadas de 150 pb a partir de una biblioteca genómica 
de 8 kpb. El ensamblado de novo permitió obtener el borrador del genoma de B. 
thuringiensis INTA Fr7-4 con un largo total de 6.035.548 pb contenidos en un total de 12 
scaffolds mayores a 6 kpb. 
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Cinco scaffolds alinean con el cromosoma de un aislamiento clasificado como Bacillus 
bombysepticus str. Wang con un 99% de identidad a lo largo del 98% de su longitud. B. 
bombysepticus fue aislado en el año 1931 (Hartman) a partir de gusanos de seda (Bombyx mori) 
que presentaban una sintomatología distintiva descripta como septicemia del pecho negro, 
caracterizada por una coloración oscura a lo largo del gusano. Al igual que B. thuringiensis, B. 
bombysepticus produce cristales parasporales (Huang et al., 2009). Sin embargo, no se conoce 
en profundidad su mecanismo de patogénesis (Priyadharshini et al., 2008) y hasta hace poco no 
se habían identificado secuencias similares a genes cry en su genoma por lo cual no se había 
podido inferir la composición de su cristal. La secuenciación completa de B. bombysepticus 
(Cheng et al., 2014) reveló que su genoma de 5,87 Mpb está formado por un cromosoma y un 
megaplásmido (pBb). Recientemente, Lin et al. (2015) identificaron en el cristal de B. 
bombisepticus una proteína a la cual llamaron PC (Parasporal Crystal), cuya secuencia no se 
ha hecho pública, que presentaría muy baja similitud con genes cry conocidos y estaría 
relacionada con el proceso patogénico de B. bombysepticus en Bombyx mori. En el trabajo 
mencionado no se hace referencia a la localización del gen codificante de PC, por lo cual si 
llegara a estar codificado en el cromosoma, es altamente probable que INTA Fr7-4 también 
cuente con esta proteína y eso influya en la composición del cristal. 
A pesar de la alta identidad a nivel cromosomal entre B. thuringiensis INTA Fr7-4 y B. 
bombysepticus, el plásmido pFR260 no comparte similitud con pBb, sugiriendo que ambos 
organismos tienen un antecesor común muy cercano indicativo de su alta conservación en el 
cromosoma, pero que en el proceso de evolución la transferencia de plásmidos ha distinguido y 
caracterizado a ambos aislamientos, algo común en todas las especies del grupo de B. cereus 
(anthracis/cereus/thuringiensis, entre otras; Helgason et al., 2000). 
Dos scaffolds más pequeños permitieron reconstruir el plásmido pFR55 descripto por 
Amadio et al. (2009). Los otros dos plásmidos de menor tamaño previamente reportados 
para este aislamiento no pudieron ser reconstituidos. Este tipo de plásmidos pequeños se 
encuentran presentes en las bacterias en un alto número de copias, por lo que es probable 
que el programa de ensamblado Velvet haya filtrado las secuencias correspondientes a 
pFR12 y pFR12.5 por estar altamente representadas, como sucede con las secuencias 
repetitivas.  
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Para la búsqueda de genes insecticidas en este aislamiento se realizó en primer lugar una 
secuenciación de clones provenientes de amplificaciones con primers de genes cry8 y 
vip2/vip1. Con esta metodología se obtuvo la secuencia completa de tres genes cry8 y dos 
operones vip2/vip1 distintos. Luego de la secuenciación masiva, no se logró reconstruir a dos 
de los genes cry8 y a los dos vip1 a partir del ensamblado de secuencias. Fracciones de 
cry8Qa2, cry8Pa3, vip1-02 y vip1-04 pudieron ser identificadas en los extremos de cuatro 
scaffolds. Al sumar las secuencias completas de los genes insecticidas (obtenidas por 
secuenciación de clones) a estos scaffolds, se logró cerrar los cuatro gaps físicos, que son los 
más difíciles de resolver porque se necesita información adicional a las secuencias de NGS para 
conocer la ubicación y orientación de los scaffolds. De esta manera se obtuvo una secuencia 
cuyos extremos se superponen, asumiendo que es circular. El cerrado de los gaps de secuencia 
(gaps dentro de cada scaffold) se logró diseñando primers hacia afuera sobre los extremos de 
los contigs, y generando productos de amplificación para ser secuenciados. Con esta 
metodología se cerraron todos los gaps de secuencia obteniendo una secuencia circular 
completa de 260.595 pb de largo correspondiente a un megaplásmido de B. thuringiensis 
INTA Fr7-4 que se nombró pFR260. 
La secuenciación de genomas de B. thuringiensis para la búsqueda de genes insecticidas 
aumenta día a día. Sin embargo, dado los resultados observados, esta no representa una 
estrategia efectiva por sí sola para la obtención de la secuencia completa de genes 
insecticidas de familias conocidas, en genomas que contienen más de un gen de la misma 
familia. Esto sucede por las limitaciones de esta tecnología y de los programas en el 
ensamblado de regiones repetidas (Alkan et al., 2011), que llevan a que el ensamblado se 
corte en estas zonas por no poder ensamblar las secuencias de los genes insecticidas 
inequívocamente, quedando representados dichos genes en los extremos de distintos 
scaffolds. Esta dificultad también fue observada en otro proyecto de secuenciación masiva 
de 16 cepas nativas de B. thuringiensis en nuestro grupo de trabajo (resultados aún no 
publicados). Por lo tanto, se evidencia la necesidad de implementar una estrategia para 
resolver las secuencias repetitivas. En este trabajo fue efectiva la combinación del 
ensamblado proveniente de la secuenciación masiva del ADN, junto con la amplificación 
de los genes de interés y su secuenciación de forma independiente; pero en general también 
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pueden utilizarse otras como la generación de bibliotecas de ADN de insertos de mayor 
tamaño, la secuenciación con tecnologías de lecturas más largas y la generación de mapas 
ópticos de restricción del genoma, entre otras. 
II.2 Análisis de pFR260 
Una vez obtenida la secuencia completa del plásmido pFR260 se realizó la anotación para 
identificar cada uno de sus genes mediante dos programas de anotación automática. Uno de 
ellos fue RAST, mediante el cual se identificaron 283 CDSs. Otro programa de anotación 
utilizado fue PROKKA, mediante el cual se creó una base de datos con todos los genomas 
completos de B. thuringiensis disponibles y se realizó la anotación comparando 
exclusivamente contra esa base de datos. De esta manera se obtuvieron 250 CDSs. Es 
esperable que el número total de CDS obtenidos en este tipo de anotación sea menor al 
obtenido por RAST, ya que se restringió la comparación a genomas completos de B. 
thuringiensis. Luego de curar la anotación, integrando ambos resultados e 
inspeccionándolos manualmente, se obtuvieron 217 CDSs.  
Alrededor de un 20 a 40% de las proteínas codificadas en cada nuevo genoma secuenciado 
se anotan como proteínas hipotéticas (Galperin, 2001). El 43% de las proteínas predichas 
en el plásmido pFR260 del aislamiento INTA Fr7-4 corresponde a proteínas con función 
desconocida. Por lo tanto, el porcentaje representado por las proteínas hipotéticas 
encontradas en pFR260 supera levemente estos valores y se acerca más a predicciones 
realizadas para otros plásmidos del grupo de B. cereus en los cuales también es mayor el 
porcentaje de proteínas hipotéticas (Rasko et al., 2005). Esto señala la falta de 
conocimiento que existe en muchas funciones codificadas en los plásmidos del grupo.  
Existe un 20% de genes relacionados a la transposición. Este porcentaje coincide con los de 
otros megaplásmidos de la especie (e.g. Berry et al., 2002), lo cual indica que es frecuente 
la ocurrencia de una gran cantidad de cambios en la historia evolutiva de estos plásmidos. 
Con respecto a proteínas relacionadas con la replicación plasmídica, en pFR260 se 
encuentra codificada una proteína homóloga a RepX, la cual está presente en plásmidos del 
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grupo de B. cereus. En estudios anteriores, se ha destacado a la proteína RepX de B. 
anthracis por una doble funcionalidad, siendo esencial para la replicación plasmídica 
(Tinsley y Khan, 2006) y además relacionada con la segregación de los plásmidos por su 
homología de secuencia con la proteína FtsZ de división celular (Anand et al., 2008). En la 
proteína RepX de pFR260 se encontró un motivo tubulina (GGGTGTG) para la unión de 
GTP, el cual ha sido descripto como fundamental para la funcionalidad de la proteína. 
Tinsley y Khan (2006) demostraron que una mutación en este motivo anula por completo la 
replicación de un plásmido en B. anthracis.  
Utilizando los gráficos de GC skew del plásmido se pudo conocer el origen y terminación 
putativos de la replicación según los cambios en la positividad, sugiriendo que pFR260 se 
replica mediante un mecanismo theta bi-direccional, contrario a lo que sucede en plásmidos 
de la familia pAMβ1 del grupo de B. cereus, que se replican por mecanismos theta uni-
direccionales (Bruand et al., 1993). Gran parte de los plásmidos de B. thuringiensis cuyos 
mecanismos de replicación se han estudiado pertenecen a dicha familia (e.g. Huang et al, 
2006; Wilcks et al., 1999). Es evidente la falta de información que existe sobre plásmidos 
de esta especie que se repliquen por mecanismos theta bi-direccionales. 
Previamente, se reportó que el plásmido de 55 kpb del aislamiento INTA Fr7-4 posee 
potencial capacidad conjugativa y se describieron los genes de la región tra (Amadio et al., 
2009). Se analizó en pFR260 la presencia de genes relacionados con la conjugación, 
encontrando genes compartidos. Sin embargo, no se pudieron identificar todos los genes 
necesarios para la funcionalidad de este mecanismo. Es posible que pFR260 haya perdido 
esta capacidad quedando únicamente restos de la maquinaria celular. Además, la presencia 
de otro plásmido con el sistema aparentemente completo (pFR55) pudo haber derivado en 
la inactivación del sistema en pFR260 para evitar una funcionalidad equivalente en dos 
plásmidos del mismo aislamiento. 
Otro aspecto distintivo del plásmido pFR260 de B. thuringiensis INTA Fr7-4 es la 
presencia de los componentes de un sistema de autoinmunidad CRISPR/Cas. Estos 
sistemas se encuentran aproximadamente en un 45% de los genomas bacterianos 
secuenciados y en un 84% de los de archaeas, funcionando de un modo similar al ARNi en 
organismos eucariotas (Marraffini y Sontheimer, 2010).  
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Existe una clasificación en tres tipos de sistemas CRISPR/Cas según el mecanismo de 
interferencia del ADN exógeno, determinado por los distintos subtipos de proteínas Cas 
intervinientes (Makarova et al., 2011). Los genes cas encontrados en pFR260 (cas1, cas2, 
cas3, cas4, cas5, cas7, cas8) permiten asociarlo al sistema de Tipo I - subtipo C. Los genes 
cas1 y cas2 están involucrados en el reconocimiento del ADN extraño y su integración en 
forma de espaciadores en un locus CRISPR. Cas5d posee actividad ARN endonucleasa 
para el procesamiento del transcripto primario a ARN maduro. Luego, Cas5d forma un 
complejo de interferencia con Cas8 y Cas7, el cual asociado al ARN maduro interfiere al 
correspondiente ADN exógeno (Horvath y Barrangou, 2010), llevando a la degradación del 
ADN por parte de Cas3. El gen cas3 codifica una proteína con actividad helicasa y DNAasa 
(Sinkunas et al., 2011), y es la proteína mejor descripta en los sistemas de Tipo I. 
En las bases de datos se pueden encontrar secuencias de sistemas CRISPR/Cas para B. 
thuringiensis. Sin embargo, hasta el momento no se ha reportado ningún estudio funcional 
de sistemas CRISPR/Cas para cepas del grupo B. cereus. Dentro del género, un sistema 
CRISPR/Cas de subtipo I-C se describió para Bacillus halodurans (Nam et al., 2012a; Nam 
et al., 2012b). 
II.3 Análisis de los genes insecticidas y su localización en el genoma 
Para el control de insectos plaga en la producción agrícola se utilizan tradicionalmente 
insecticidas químicos, los cuales tienen efectos nocivos tanto para el medio ambiente como 
para la salud humana. Por este motivo, desde hace tiempo se buscan alternativas 
ambientalmente seguras que los reemplacen y controlen de manera eficiente a los insectos 
plaga. En los últimos 20 años, con el desarrollo de las plantas transgénicas resistentes a 
insectos se espera se haya reducido el uso de insecticidas químicos, pero aún así siguen 
siendo utilizados para mantener los niveles de productividad. Otra alternativa al uso de 
insecticidas químicos son los bioinsecticidas a base de organismos vivos o sus productos, 
incluyendo predadores (por ejemplo peces y otros insectos), parasitoides y patógenos 
(bacterias, hongos, virus, nematodos y protozoarios) (Aronson, 1993). Dentro de esta 
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variedad, B. thuringiensis y sus proteínas insecticidas representan uno de los más efectivos 
métodos de control microbiano de insectos. 
En el plásmido pFR260 de B. thuringiensis INTA Fr7-4 se encuentran codificados todos los 
genes insecticidas hallados en el aislamiento, tanto genes de tipo cry (cry8) como vip (vip1 
y vip2). La presencia de estos genes permite predecir la especificidad de acción de esta cepa 
contra insectos del orden Coleoptera, ya que los casos estudiados de estas proteínas han 
evidenciado toxicidad contra especies de la familia Scarabaeidae (Bi et al., 2015) y 
Curculionidae (e.g. Asano et al., 2003; Oliveira et al., 2011; Shu et al., 2009; Warren, 
1997). 
Con respecto al gen pFR260_188, codificante de la toxina con dominio ETX_MTX2, no se 
puede hacer una predicción de su especificidad basada en su secuencia, ya que la proteína 
predicha es altamente distinta a todas las Cry reportadas, compartiendo la mayor identidad 
(9,6%) con Cry23. Cry23 forma una toxina binaria junto con Cry37 (Donovan et al., 2010), 
y han sido reportadas como tóxicas contra dos géneros de coleópteros. También se ha 
encontrado similitud menor con otras toxinas con dominios ETX_MTX2 que tienen 
actividad contra lepidópteros (Cry15 y Cry51; van Frankenhuyzen y Nystrom, 2015). Dada 
la baja identidad de esta proteína con todas las Cry reportadas, solo se puede predecir que 
formaría una toxina Cry perteneciente a una nueva familia (nuevo ranking 1, según la 
nomenclatura actual), y se desconocen tanto su modo de acción (en forma binaria o 
independiente), así como su especificidad.  
En el aislamiento de B. thuringiensis INTA Fr7-4 se encuentran codificados tres genes 
cry8: cry8Kb3, cry8Pa3 y cry8Qa2, nombrados por la Comisión Internacional de 
Nomenclatura de Delta-Endotoxinas de B. thuringiensis en base a su nivel de identidad con 
otros genes cry conocidos. Las tres proteínas predichas mostraron menos de 78% de 
identidad entre sí y fueron clasificadas en distintas clases de proteínas Cry8 (representada 
por la letra mayúscula en su nombre). Sin embargo, comparando con proteínas reportadas, 
cada una es 100% idéntica a otra de su misma subclase (representada por la letra minúscula 
en su nombre), por ello se diferencia en la nomenclatura con un número distinto en la 
cuarta posición que indica que la identidad entre ellas es mayor al 95%. Las principales 
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diferencias entre las 3 proteínas Cry8 de INTA Fr7-4 se localizan en una región que abarca 
los dominios II y III de proteínas Cry, la cual se relaciona con la especificidad de unión al 
receptor de la toxina en las células epiteliales del intestino de larvas de insectos susceptibles 
(de Maagd et al., 1999; Herrero et al., 2004; Schnepf et al., 1998). La multiplicidad de 
genes cry8 distintos de INTA Fr7-4 sugiere un potencial espectro de especies susceptibles 
(Chen et al., 2002; Jia et al., 2014; Liang et al., 2011).  
Un hecho llamativo es que se encontraron tres genes cry8 que corresponden a las mismas 
subclases que los encontrados en INTA Fr7-4 -cry8Kb, cry8Pa y cry8Qa- en el aislamiento 
ST8 de B. thuringiensis de origen chino (Crickmore et al., 2015). Sin embargo, no se 
encuentra publicada la secuencia completa de su genoma, por lo cual no es posible conocer 
si la similitud con INTA Fr7-4 se limita al número y subclase de genes cry8 encontrados o 
se extiende al genoma.  
Además de los tres genes cry8 mencionados, se encontró un fragmento codificante de 182 
aminoácidos similar a la porción central del gen cry8Ba. Se localizaron CDSs con posibles 
roles en transposición cercanos a este fragmento, lo cual es consistente con observaciones 
previas de genes tóxicos de B. thuringiensis flanqueados por secuencias de transposasas 
(Mahillon et al., 1994). En el plásmido pBtoxis de B. thuringiensis subsp israelensis (Berry 
et al., 2002), también se han identificado secuencias que codifican fragmentos de toxinas, y 
coincide con ser un plásmido con gran cantidad de genes codificantes de transposasas. Este 
vestigio de cry8 da cuenta de otra de las posibles modificaciones ocurridas durante la 
historia evolutiva de pFR260.  
Dentro de las toxinas Vip, Vip 1 y Vip2 son proteínas de aproximadamente 100 y 50 kDa, 
respectivamente, que forman toxinas binarias activas contra larvas de algunas especies de 
coleópteros (Warren, 1997). La parte activa de esta toxina corresponde a la proteína Vip2. 
Vip1 se uniría a receptores específicos de las células del intestino para formar un canal 
mediante oligomerización y transportar a Vip2 al citoplasma, donde ejerce su acción. Vip2 
es similar a una ADP-ribosiltransferasa dependiente de NAD que modificaría monómeros 
de actina, causando la pérdida del citoesqueleto y la muerte celular (Warren et al., 1996).  
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Las proteínas Vip2 del aislamiento INTA Fr7-4 poseen un peso molecular predicho de 55 
kDa y se encuentran altamente conservadas entre sí. La porción más variable de todas las 
proteínas Vip2 reportadas corresponde a los 60-70 aminoácidos del extremo amino-
terminal. En esta región las proteínas Vip2 de INTA Fr7-4 no difieren entre sí pero poseen 
las diferencias más importantes con el resto de las toxinas descriptas. 
Las proteínas Vip1 de INTA Fr7-4, de un peso molecular predicho de 97 kDa, comparten 
un 85% de identidad y se diferencian principalmente en los 250 aminoácidos del extremo 
carboxi-terminal, de modo similar a lo observado por Shi et al. (2004) para otras proteínas 
Vip1; incluso es la misma región en la cual se observa la mayor cantidad de diferencias 
entre todas las proteínas Vip1 reportadas. Ninguna de las dos comparte una identidad 
mayor al 68% con proteínas Vip1 de secuencia conocida, lo cual indica que son nuevas 
proteínas, nunca reportadas hasta el momento.  
Las cuatro proteínas Vip encontradas en este trabajo poseen las señales de clivaje, lo que 
sugiere que se secretan al medio, tal como ocurre en este tipo de proteínas (Shi et al., 2004).  
Un aspecto distintivo del plásmido pFR260 es la organización de sus siete genes 
insecticidas (3 cry8, 2 vip2 y 2 vip1) y de un potencial gen cry de una nueva familia, en un 
fragmento de 105 kpb con características de una isla de patogenicidad (PAI).  
En la figura 7 se observa que los genes cry8Kb3, cry8Pa3, vip2-02 y vip1-02 se encuentran 
colineales codificados en la misma cadena de ADN; mientras que cry8Qa2, vip1-04 y vip2-
04 se encuentran en la cadena complementaria. Estos bloques altamente similares sugieren 
que pudo haber ocurrido una duplicación del primer grupo de genes seguido de algún 
mecanismo de transposición generando una secuencia similar 44 kpb corriente abajo. Las 
regiones intergénicas se encuentran altamente conservadas, mientras que las diferencias 
principales se observan en los genes cry8 y en los vip1. Esto indicaría que los genes 
insecticidas han evolucionado y sufrido eventos de recombinación, y en alguno de estos 
eventos se ha perdido un gen cry8, sugerido por la presencia de un fragmento altamente 
similar a un gen de esta familia. Los límites de la PAI están determinados por repeticiones 
directas de una secuencia de inserción IS1341, a través de la cual se infiere que se adquirió 
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mediante transposición. El alto número de genes relacionados con elementos móviles en 
pFR260 ayuda a explicar la ocurrencia de todos estos mecanismos.  
Se han descripto PAI para las tres especies del grupo de B. cereus, aunque para B. 
thuringiensis se han reportado en menos ocasiones. La mayoría de las islas de 
patogenicidad descriptas en B. thuringiensis (e.g. He et al., 2011; Murawska et al., 2013; 
Zhong et al., 2011) están formadas por los genes cry1A, cry1I, cry2A y vip3A. Estos perfiles 
de genes insecticidas son típicos de cepas de B. thuringiensis con actividad lepidoptericida. 
De las PAI descriptas hasta el momento, ninguna de ellas codifica proteínas con potencial 
actividad contra coleópteros, como son las Cry8 y Vip1/Vip2.  
Para nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se describe cómo genes reportados 
con especificidad contra coleópteros se agrupan en una isla de patogenicidad. 
II.4 Expresión de cry8Kb3 y cry8Pa3 en B. thuringiensis y bioensayos de toxicidad 
La aparición de una banda de 130 kDa en el gel SDS-PAGE y la presencia de cristales en 
las cepas recombinantes transformadas con los genes cry8Kb3 y cry8Pa3 aislados, indican 
que dichas proteínas son capaces de cristalizar individualmente. Además permite confirmar 
la funcionalidad de los promotores propios de ambos genes cry8. Sin embargo, los cristales 
producidos por cada única proteína Cry8 presentan menor tamaño y refractan la luz de 
manera diferente. 
Un factor que puede influir en la eficiencia de formación de los cristales en los 
recombinantes es la cepa 4Q7 utilizada para la expresión. Esta es una cepa curada de 
plásmidos que deriva de B. thuringiensis serovar israelensis. Estas bacterias codifican los 
genes cry4, cry10, cry11, cyt1 y cyt2, y poseen actividad insecticida contra dípteros (Berry 
et al., 2002). Los cristales formados producto de la expresión de estos genes en B. 
thuringiensis israelensis son muy diferentes a los de INTA Fr7-4, por lo cual podría ocurrir 
que la formación de cristales estables de Cry8Kb3 y Cry8Pa3 necesite de otros factores 
codificados por este aislamiento.  
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Alternativamente, es posible que los cristales de B. thuringiensis INTA Fr7-4 estén 
formados por más de una proteína Cry y que la interacción entre ellas pueda estabilizar la 
estructura del cristal, de modo similar a lo ocurrido para genes cry1A, que forman cristales 
estables mediante enlaces disulfuro cuando se expresan en conjunto con otras protoxinas 
(Cheng et al., 1999). De hecho, otra posibilidad es que la proteína encontrada en pFR260 
con dominio ETX_MTX2 corresponda a una toxina Cry formadora de cristales, y la 
interacción de esta con las proteínas Cry8 genere la estructura de los cristales vistos al 
microscopio óptico en la cepa nativa INTA Fr7-4.  
Por otro lado, algunos genes cry se transcriben como miembros de operones y su expresión 
depende de la expresión de otro gen o genes dentro del operón (Crickmore y Ellar, 1992; 
Dervyn et al., 1995; Widner y Whiteley, 1989; Wu et al., 1991). orf1, también conocido 
como p19, y otros genes similares codifican proteínas que jugarían un rol como chaperonas 
asistiendo al plegado correcto de proteínas Cry. Dervyn et al. (1995) propusieron que 
posiblemente Cry11A de B. thuringiensis serovar israelensis sea asistida en su plegamiento 
por P19. Esta chaperona está codificada por un gen inmediatamente corriente arriba de 
cry11A dentro de la misma unidad transcripcional. p19 presenta homólogos en diferentes 
aislamientos de B. thuringiensis, corriente arriba de genes cry, y ha sido encontrado 
formando operones con genes de la familia cry8 (Du et al., 2012). Du et al. (2012) 
demostraron que orf1 y cry8Ea1 de la cepa BT185 de B. thuringiensis forman un operón y 
que cry8Ea1 se transcribe alternativamente como bicistrón o monocistrón a partir de un 
promotor independiente dentro la región intergénica. Corriente arriba de los tres genes cry8 
encontrados en el aislamiento INTA Fr7-4 se localiza un gen que comparte un 61% de 
identidad con orf1. En el presente trabajo, los genes cry8 recombinantes de INTA Fr7-4 se 
expresaron sin la incorporación del gen orf1 en el clonado. Este puede ser otro motivo por 
el cual se obtienen cristales diferentes en apariencia a los cristales de la cepa salvaje.  
Existe una base de datos de especificidad de toxinas de B. thuringiensis para los distintos 
órdenes de insectos. En ella se mencionan proteínas de la familia Cry8 con actividad tóxica 
contra coleópteros (van Frankenhuyzen y Nystrom, 2015). En particular, existen proteínas 
Cry8Ka reportadas como tóxicas contra Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae) 
(Nakasu et al., 2010), una de las principales plagas del algodón en nuestro país y en 
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sudamérica (Ramalho y Wanderley, 1996; Scataglini et al., 2006). Estas proteínas son 
similares (65,7-89,2% de identidad) a proteínas Cry8Kb, entre las que se encuentra una de 
las estudiadas en este trabajo. 
Se evaluó la toxicidad de las proteínas Cry8Kb3, Cry8Pa3 y Cry8Qa2 contra el coleóptero 
A. grandis. La mayor actividad tóxica fue producida por Cry8Pa3, en un nivel comparable 
al del aislamiento INTA Fr7-4; mientras que Cry8Kb3 no produjo mortalidad 
significativamente diferente a la del tratamiento control de la cepa transformada con el 
vector sin inserto. Esto sugiere que la actividad insecticida del aislamiento INTA Fr7-4 
contra A. grandis podría deberse principalmente a la expresión de la proteína Cry8Pa3.  
Estos resultados representan una primera aproximación a la evaluación de la toxicidad de 
las tres proteínas Cry8. Se necesitaría realizar ensayos con cantidades cuantificadas de las 
proteínas recombinantes purificadas si se continúa explorando su potencial utilidad para el 
control de A. grandis. En este contexto, los cristales de Cry8Pa3 producen un nivel de 
toxicidad moderado que podría incrementarse generando una biblioteca de mutantes del 
gen. Esta estrategia ya fue implementada por Oliveira et al. (2011), quienes realizaron una 
biblioteca de variantes de Cry8Ka1 a través de DNA shuffling y lograron aumentar tres 
veces el nivel de toxicidad contra A. grandis en una de las variantes.  
La utilización de bioinsecticidas formulados en base a una mezcla espora-cristal de B. 
thuringiensis para el control de esta plaga no es una opción a considerar ya que las larvas 
permanecen dentro del botón floral durante todo su desarrollo, inaccesibles al 
bioinsecticida. Por lo tanto, la utilidad de estas proteínas tóxicas estaría dada a través de su 
expresión en plantas transgénicas, donde la variable a considerar sería el nivel de expresión 
requerido en la planta para producir un control efectivo. 
Por otro lado, las proteínas Cry8 de INTA Fr7-4 podrían presentar mayor toxicidad contra 
miembros de la familia Scarabaeidae como se ha descripto en otros casos (Asano et al., 
2003; Shu et al., 2009). Dentro de esta familia se encuentran especies plaga de la 
agricultura cuya susceptibilidad podría ser evaluada para ampliar las posibilidades de 
aprovechamiento de las proteínas Cry8 de B. thuringiensis INTA Fr7-4. 
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III Conclusiones 
Se secuenció y ensambló el genoma de B. thuringiensis INTA Fr7-4, pudiéndose obtener 5 
scaffolds que componen el cromosoma bacteriano, altamente similar al cromosoma de B. 
bombysepticus, y la secuencia completa de pFR260, un megaplásmido de 260.595 pb con 
217 CDSs, destacándose su alto contenido en genes relacionados con elementos móviles.  
El plásmido se caracteriza por la presencia de una región con características de islas de 
patogenicidad que contiene 3 genes cry8, 2 vip1 y 2 vip2 diferentes entre sí, y un gen 
codificante de una proteína que presenta un dominio ETX_MTX2 y podría pertenecer a una 
nueva familia de genes Cry. 
pFR260 presenta diferencias en cuanto a los componentes del sistema de replicación de 
otros plásmidos del grupo de B. cereus estudiados hasta el momento, un contenido limitado 
de genes relacionados con conjugación y un grupo de genes formando un sistema 
CRISPR/Cas. Por todo esto, se define al pFR260 como un novedoso megaplásmido de la 
especie B. thuringiensis. 
Se expresaron individualmente dos proteínas Cry8 bajo su propio promotor en una cepa 
acristalífera de B. thuringiensis. Las dos proteínas formaron cristales ovoides similares a los 
de la cepa silvestre, aunque más pequeños. Cry8Pa3 sola mostró niveles de toxicidad contra 
A. grandis equivalentes a los del aislamiento INTA Fr7-4. 
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La secuenciación de dos genomas bacterianos autóctonos ha contribuido a ampliar el 
conocimiento de la biodiversidad. Por un lado, se obtuvo la secuencia del genoma de una 
bacteria termofílica: Thermus sp. 2.9, que no posee similitud significativa con otros 
genomas reportados como para poder clasificar dicho aislamiento dentro de una especie 
conocida. Por otro lado, se hizo un aporte al universo de plásmidos del grupo de B. cereus, 
con la secuencia del megaplásmido pFR260 de B. thuringiensis INTA Fr7-4, el cual 
presenta características distintivas, entre las que se destaca una isla de patogenicidad con 
genes codificantes de proteínas con potencial especificidad contra coleópteros. 
La anotación de genes de Thermus sp. 2.9 ha permitido predecir numerosas enzimas 
termofilicas con potencial aplicación biotecnológica. La obtención de dos enzimas 
termofílicas caracterizadas, distintas a nivel de secuencia de todas las reportadas, permite 
disponer de recursos para desarrollos innovativos que empleen reacciones de catálisis 
enzimática en procesos industriales.  
La identificación de genes insecticidas en B. thuringiensis INTA Fr7-4 aumenta la base 
disponible de genes insecticidas de aislamientos locales para su evaluación frente a distintas 
especies de insectos plaga, y ha permitido la caracterización de dos proteínas Cry 
formadoras de cristales durante la fase de esporulación. 
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La importancia de secuenciar genomas bacterianos radica, por un lado, en la información 
que resulta del análisis comparativo con genomas emparentados, contribuyendo al 
conocimiento de la diversidad, y por otro lado, en el aprovechamiento de genes con 
potencial aplicación biotecnológica que representen nuevas actividades o variantes 
mejoradas de las actuales.  
En este trabajo se secuenciaron dos genomas bacterianos mediante equipos de 
secuenciación masiva de ADN. Uno de ellos corresponde a una bacteria termófila, Thermus 
sp. 2.9, aislada de aguas termales de la provincia de Salta, con el objetivo de identificar 
enzimas termofílicas con aplicación en procesos industriales. El otro genoma secuenciado 
es el de un aislamiento de Bacillus thuringiensis llamado INTA Fr7-4 proveniente de suelos 
de la provincia de Misiones, estudiado para la búsqueda de proteínas insecticidas aplicables 
a la protección de cultivos. 
Para ensamblar el genoma de Thermus sp. 2.9 se probaron diversos programas y estrategias 
que permitan disminuir el número de contigs, obteniendo finalmente un genoma de 2,48 
Mpb formado por un cromosoma bacteriano, distribuido en dos scaffolds, y otros tres 
scaffolds que representan el contenido plasmídico. La anotación del genoma permitió 
identificar 2719 genes codificantes de proteínas; y estudios comparativos revelaron la 
mayor cantidad de genes homólogos con T. aquaticus. Se encontraron 435 genes con 
potencial utilidad industrial y se expresaron cinco de ellos en E. coli. Se seleccionaron dos 
enzimas para su caracterización bioquímica. Una de ellas es una enzima con diversas 
actividades lipolíticas cuya temperatura óptima de actividad se estimó en 65 °C, y la otra 
una enzima oxidativa lacasa con actividad máxima a temperaturas entre 75-80 °C. 
B. thuringiensis es una bacteria Gram positiva que produce cristales parasporales con 
actividad insecticida (formados por proteínas Cry) durante la fase de esporulación. Algunos 
aislamientos producen también otras proteínas insecticidas solubles como las llamadas Vip. 
La secuenciación del genoma permitió ensamblar 5 scaffolds que forman el cromosoma 
bacteriano con un 99% de identidad al de B. bombysepticus Además, se obtuvo la secuencia 
completa de un nuevo megaplásmido de 260 kpb (pFR260). Éste contiene tres genes cry8, 
dos genes vip1, dos genes vip2 y un gen codificante de una proteína con características de 
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una toxina Cry atípica. Existen genes de estas familias que han sido reportados en la 
literatura como tóxicos contra coleópteros; en este trabajo se describe por primera vez su 
organización en una isla de patogenicidad. Se seleccionaron los genes cry8Kb3 y cry8Pa3 y 
se sobreexpresaron individualmente con su propio promotor en una cepa acristalífera de B. 
thurigniensis, produciendo proteínas de 130 kDa y cristales ovoides. Los ensayos de 
actividad biológica de estas toxinas revelaron que la proteína Cry8Pa3 presenta niveles de 
toxicidad contra A. grandis (Coleoptera) semejantes a los de B. thuringiensis INTA Fr7-4. 
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Tabla A.1: Primers utilizados para clonar y secuenciar los genes insecticidas de B. thuringiensis INTA Fr7-4 
Nombre Secuencia Largo (pb) Tm (°C) %G+C Calidad 
primers utilizados para clonar y secuenciar el gen cry8Pa3 
C8-F01  ATGAGTCCAAATAATCAAAATG 22 47,3 27,3 74 
C8-F02 CGATAGTGAATATGCTGGTTC 21 51,2 42,9 84 
C8-F03 TTAGAGGGGTTAGGGAATAAC 21 51,1 42,9 53 
C8-F04 CTATTCGACCACCTCATTTG 20 51,1 45 83 
C8-F05 AACAGATCGACTCCAACAAG 20 52,6 45 85 
C8-F06 AGTCGAATGCCTATCAGATG 20 51,9 45 86 
C8-F07 GCAGCTAACCTTCATTTACTG 21 51,9 42,9 82 
C8-F08 AGGCTTACCAAATGGCAGTC 20 55,7 50 90 
C8-R01  CTCTACGTCTACAATCAATTCTAG 24 50,4 37,5 76 
C8-R02 GATCTTGTTCCGCTTCATAG 20 51,1 45 80 
C8-R03 GATTCTGAACATCGCGTAAG 20 51,6 45 90 
C8-R04 ATTCGCAAAAGGGTATCTG 19 50,7 42,1 85 
C8-R05 GATGTAGAAGGTGTCGCATC 20 53,3 50 90 
C8-R06 TGATACAGATACGTTGGATACG 22 51,6 40,9 79 
C8-R07 CTGTTTCTTCTCGTCTTTTTG 21 50 38,1 67 
C8-R08 TTTCCGTATCAATTTGTCG 19 48,4 36,8 82 
primers utilizados para clonar y secuenciar los genes vip1-02 y vip1-04 
VIP2-F01 ATGTACGAAGTTATAAAAG 19 42,2 26,3 71 
VIP1-R01 TTAATCTACAGCAAAAATTC 20 44,1 25 80 
VIP1-R02 GTGACCCCTAGATCAACAAG 20 52,9 50 85 
VIP1-R03 CTAATTTTTCACTTTCATAGCTG 23 48,3 30,4 75 
VIP1-R04 TTCCATATTCAATAGTGG 18 43,8 33,3 78 
VIP1-01F ATGAAGAAACAGATAGTGAG 20 47,1 35 74 
VIP1-02F TACATGGGAATGGAAATACTG 21 50,1 38,1 75 
VIP1-03F GTTTACGCGGACAATAAAAC 20 50,5 40 83 
VIP1-04F AGTGTAGAATCGCACTCCTC 20 54 50 92 
VIP1-05F AGAAACAGAGGGGTTGTTG 19 52,8 47,4 86 
VIP1-06 ATGGCTGTATTGTATGATGG 20 50,2 40 76 
VIP1_2-01F GCGGGGCTAGTAGTAAATC 19 52,8 52,6 75 
VIP1_4-01F TGAAGGTGAAGCAAGTATAGG 21 52,1 42,9 78 
VIP1_4-02F CCTTAGGGAAATGGAATAATGC 22 52 40,9 78 
VIP1_2-02F TGTAAATGGAGGAAATACGG 20 50 40 79 
VIP1_2-03F AGGAAATACGGGAAAAACAC 20 51,1 40 77 
VIP1_4-03F GCAAACACTGGGAAAAATTC 20 51,3 40 83 
VIP1_2-04F ATTCGTATGAGAGTCTTGGTG 21 51,9 42,9 88 
VIP1_2-05F CCAATCAAAGCATTCTAGTG 20 49,6 40 87 
VIP1_4-04F AGAACCCACAATAGAAGTAGC 21 52,1 42,9 81 
VIP1_2-06F TCAATCGAATAACTCTCCTAC 21 49,1 38,1 80 
VIP1_2-07F CTGGCGAAAAATTCTGAAAG 20 50,7 40 79 
VIP1_2-08F AAAGGAAATGGAACCAC 17 47,8 41,2 81 
VIP1_4-05F TTCGTCCTAATTCAATAAATC 21 46 28,6 75 
VIP1-05R GCTACAACACTCACTATCTG 20 50,5 45 81 
VIP1-06R ATACGAAACTCGTTGTAGGC 20 52,5 45 90 
VIP1_2-01R TACTACTAGCCCCGCCTTC 19 55,8 57,9 85 
VIP1_4-01R ACCTATACTTGCTTCACCTTC 21 52 42,9 79 
VIP1_2-02R GTGTTTTTCCCGTATTTCC 19 49,7 42,1 77 
VIP1_2-03R GCACTAGAATGCTTTGATTG 20 50,1 40 86 
VIP1_4-02R CATACGAATTTTTCCCAGTG 20 49,8 40 82 
VIP1_2-04R GAGTCTTGGTGCGGAATATA 20 51,9 45 88 
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VIP1_4-03R TATATTCCGCACCAAGACTC 20 51,9 45 90 
VIP1_2-05R AGAACCCACAATAGAAGTAGC 21 52,1 42,9 81 
VIP1_2-06R AGCTACTTCTATTGTGGGTTC 21 52 42,9 84 
VIP1_2-07R CTGGCGAAAAATTCTGAAG 19 50,1 42,1 80 
Tabla A.2: Primers utilizados para clonar los genes codificantes de enzimas de Thermus sp. 2.9 
Nombre Secuencia Largo Tm (°C) %G+C Calidad 
primers utilizados para clonar el gen codificante de la enzima pululanasa 
29E09-F ACACTTCATATGGTGGCCTGGTACGA 26 61 50 90 
29E09-R TGAAGGTCTAGATTAGACCTCGGT 24 56,1 45,8 65 
primers utilizados para clonar el gen codificante de la enzima catalasa 
29E04-F AAGGAGGTGCATATGTTTCTGAGGA 25 57,6 44 85 
29E04-R GGCCAGGCTCTAGATTACTTTGCCTTC 27 61 51,9 83 
primers utilizados para clonar el gen codificante de la enzima fosfolipasa 
29E06-F TTAGGATCATATGGTGCGCGGGCTT 25 62 52 65 
29E06-R TCCCAAATCTAGATCATACCCCTCCTAC 28 58,4 46,4 64 
primers utilizados para clonar el gen codificante de la enzima aminopeptidasa 
29E16-F TATAGTACATATGGTGCAGGACCTAAGA 28 55,8 39,3 77 
29E16-R GGAAGAACTCTAGACTAGACCTCCTGCCAG 30 62 53,3 46 
primers utilizados para clonar el gen codificante de la enzima lacasa 
29E12-F_sec ATCCTCATAGGCATATGAATACCGACCGC 29 61 48,3 71 
29E12-R TGGTGGTGGGTCTAGATTAGCTCACCTCCAGAAT 34 64,7 50 88 
Tabla A.3: Número de CDSs de Thermus sp. 2.9 asociados a distintas categorías según su rol  
Categoría # CDSs  
Cofactores, Vitaminas, Grupos Prostéticos, Pigmentos  232 
Pared celular y cápsula 61 
Virulencia, Enfermedad y Defensa 
 
43 
Metabolismo de potasio 7 
Fagos, Profagos, Elementos Transponibles, Plásmidos 12 
Transporte de Membrana 89 
Adquisición de hierro y metabolismo 12 
Metabolismo de ARN  109 
Nucleósidos y Nucleótidos 
 
86 
Metabolismo de las proteínas 232 
División celular y el ciclo celular 41 
Motilidad y quimiotaxis 6 
Regulación y señalización celular 16 
Metabolismo secundario 6 
Metabolismo de ADN  88 
Ácidos grasos, Lípidos, e Isoprenoides  101 
Metabolismo de nitrógeno  
 
18 
Latencia y esporulación  2 
Respiración  
 
83 
Respuesta al Estrés 43 
Metabolismo de compuestos aromáticos  15 
Aminoácidos y derivados 288 
Metabolismo de azufre 23 
Metabolismo del Fósforo 25 
Hidratos de carbono 25 
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Tabla A.4: Anotación del megaplásmido pFR260 de B. thuringiensis INTA Fr7-4 
Nombre 
Coordenada 
de inicio (pb) 
Coordenada 
de fin (pb) 
Descripción 
Tamaño 
(aa) 
pFR260_001c 713 2614 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase 633 
pFR260_002c 2693 4138 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase 481 
pFR260_003c 4640 5791 conserved hypothetical protein 383 
pFR260_004c 7428 8096 hypothetical protein 222 
pFR260_005c 8114 8320 hypothetical protein 68 
pFR260_006c 9180 10292 IS605 transposase OrfB 370 
pFR260_007c 10304 10702 transposase 132 
pFR260_008c 11682 12677 conserved hypothetical protein 331 
pFR260_009c 13755 14258 Transposase, IS605 OrfB 167 
pFR260_010c 15081 15266 RNA-binding protein Hfq 61 
pFR260_011c 15690 16103 Cobalamin synthesis protein P47K 137 
pFR260_012c 16495 16806 Mobile element protein 103 
pFR260_013c 17411 17848 transposase 145 
pFR260_014c 17963 18097 PhrB 44 
pFR260_015c 18094 19185 Response regulator aspartate phosphatase 363 
pFR260_016c 19376 19669 transcriptional repressor 97 
pFR260_017c 19755 20189 disulfide formation protein C 2 144 
pFR260_018c 20232 20519 similar to: pXO1-140 95 
pFR260_019c 20596 20796 conserved hypothetical protein 66 
pFR260_020c 20829 21473 thermonuclease 214 
pFR260_021c 21518 21727 conserved hypothetical protein 69 
pFR260_022 22038 23777 conserved hypothetical protein 579 
pFR260_023 24472 26301 conserved hypothetical protein 609 
pFR260_024 26520 27422 conserved hypothetical protein 300 
pFR260_025c 27861 29327 TPR repeat-containing protein 488 
pFR260_026 30339 30878 putative lipoprotein 179 
pFR260_027 31432 31851 conserved hypothetical protein 139 
pFR260_028c 31926 32744 integrase 272 
pFR260_029c 32789 33097 transposase 102 
pFR260_030c 34102 34485 conserved hypothetical protein 127 
pFR260_031 34611 35195 conserved hypothetical protein 194 
pFR260_032 35179 35793 similar to: pXO1-02 204 
pFR260_033c 35844 36479 conserved hypothetical protein 211 
pFR260_034c 36479 37108 similar to: pXO1-04 209 
pFR260_035c 37185 37331 conserved hypothetical protein 48 
pFR260_036c 37444 38157 transposase 237 
pFR260_037c 38232 38432 conserved hypothetical protein 66 
pFR260_038c 38416 38829 similar to: pXO1-11 137 
pFR260_039c 39736 39960 CRISPR-associated protein, Csd2 74 
pFR260_040c 40741 41079 CRISPR-associated protein, Csd2 112 
pFR260_041c 42038 42328 CRISPR-associated endonuclease Cas2 96 
pFR260_042c 42338 43369 CRISPR-associated protein Cas1 343 
pFR260_043c 43366 44025 CRISPR-associated protein cas4 219 
pFR260_044c 44015 44875 CRISPR-associated protein, Csd2 286 
pFR260_045c 44878 46797 CRISPR-associated protein Cas8 639 
pFR260_046c 46798 47517 CRISPR-associated protein Cas5 239 
pFR260_047c 47686 50115 CRISPR-associated protein Cas3 809 
pFR260_048 52077 52250 conserved hypothetical protein 57 
pFR260_049c 52348 54075 pXO1 ORF14-like protein 575 
pFR260_050 55156 56865 pXO1 ORF16-like protein 569 
pFR260_051 58092 59045 Phage integrase 317 
pFR260_052 59286 59801 hypothetical protein 171 
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pFR260_053c 59915 60496 conserved hypothetical protein 193 
pFR260_054c 60606 62381 Phosphoadenosine phosphosulfate reductase 591 
pFR260_055c 62505 62918 DNA-binding protein 137 
pFR260_056c 62905 63291 nucleotidyltransferase domain protein 128 
pFR260_057c 63513 63926 conserved hypothetical protein 137 
pFR260_058c 64146 64430 membrane protein 94 
pFR260_059c 65261 65524 membrane protein 87 
pFR260_060c 65838 66080 conserved hypothetical protein 80 
pFR260_061 66220 66945 conserved hypothetical protein 241 
pFR260_062c 67036 67962 conserved hypothetical protein 308 
pFR260_063c 67972 68955 S1 RNA binding domain protein 327 
pFR260_064 69254 69502 hypothetical protein 82 
pFR260_065 69590 70522 hypothetical protein 310 
pFR260_066c 70705 72465 Conjugal transfer protein TraG 586 
pFR260_067c 72806 74680 D-alanine--D-alanine ligase A (D-alanylalanine synthetaseA) 624 
pFR260_068c 75659 77476 maturase 605 
pFR260_069c 78062 78331 Conjugal transfer protein TraG 89 
pFR260_070c 82189 82575 conserved hypothetical protein 128 
pFR260_071c 82767 84053 conserved hypothetical protein 428 
pFR260_072c 84491 85798 Plasmid replication protein RepX 435 
pFR260_073c 85825 86175 cell division protein FtsZ 116 
pFR260_074 86747 87352 similar to: pX01-47 201 
pFR260_075c 87524 87832 conserved hypothetical protein 102 
pFR260_076 88782 89918 conserved hypothetical protein 378 
pFR260_077 90627 91580 similar to: pXO1-50 317 
pFR260_078 91600 93096 similar to :pXO1-51 498 
pFR260_079 93113 93562 similar to: pXO1-52 149 
pFR260_080 93587 93982 hypothetical protein 131 
pFR260_081 94175 95611 Surface layer protein 478 
pFR260_082 95765 98119 S-layer domain protein 784 
pFR260_083 98251 98412 Class I/II aminotransferase 53 
pFR260_084c 98599 98790 conserved hypothetical protein 63 
pFR260_085 99165 100025 Flp pilus assembly protein CpaB 286 
pFR260_086 100042 100860 plasmid partitioning protein ParA 272 
pFR260_087 100877 102310 Type II secretion system protein 477 
pFR260_088 102303 103235 membrane protein 310 
pFR260_089 103237 104103 Type II secretion system protein 288 
pFR260_090 104145 104348 conserved hypothetical protein 67 
pFR260_091 104415 104618 conserved hypothetical protein 67 
pFR260_092 104691 104897 conserved hypothetical protein 68 
pFR260_093 104985 105530 membrane protein 181 
pFR260_094 105527 106150 membrane protein 207 
pFR260_095 107001 107729 conserved hypothetical protein 242 
pFR260_096 107765 108316 conserved hypothetical protein 183 
pFR260_097 108429 109421 conserved hypothetical protein 330 
pFR260_098 109471 110205 conserved hypothetical protein 244 
pFR260_099 110195 111508 DNA primase 437 
pFR260_100c 111934 112707 conserved hypothetical protein 257 
pFR260_101 113104 113877 conserved hypothetical protein 257 
pFR260_102 114313 117477 kinase domain protein 1054 
pFR260_103 117478 119223 conserved hypothetical protein 581 
pFR260_104 119547 120362 ATPasa 271 
pFR260_105c 120448 120717 similar to: pXO1-73 89 
pFR260_106 120832 121032 conserved hypothetical protein 66 
pFR260_107 121109 121249 conserved hypothetical protein 46 
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pFR260_108 121577 124756 hypothetical protein 1059 
pFR260_109 124761 125213 spore coat protein 150 
pFR260_110c 126060 126440 transposase 126 
pFR260_111c 126433 128556 transposase 707 
pFR260_112c 128553 129683 Transposase A from transposon Tn554 376 
pFR260_113 130193 130528 conserved hypothetical protein 111 
pFR260_114 130595 130945 similar to: pXO1-75 116 
pFR260_115 130946 131860 similar to: pXO1-76 304 
pFR260_116 131863 133959 conserved hypothetical protein 698 
pFR260_117 133990 137994 membrane protein 1334 
pFR260_118 139868 141691 Reverse transcriptase / RNA maturase / Endonuclease 607 
pFR260_119 141693 141827 conserved hypothetical protein 44 
pFR260_120 142737 143312 similar to: pXO1-82 191 
pFR260_121 143477 143860 membrane protein 127 
pFR260_122 143851 144156 conserved hypothetical protein 101 
pFR260_123 144286 144594 conserved hypothetical protein 102 
pFR260_124 144634 145359 conserved hypothetical protein 241 
pFR260_125 145410 145655 conserved hypothetical protein 81 
pFR260_126 145987 146655 Caax amino protease 222 
pFR260_127c 147108 148253 membrane protein 381 
pFR260_128c 148293 148775 conserved hypothetical protein 160 
pFR260_129 149355 149648 conserved hypothetical protein 97 
pFR260_130c 149727 149939 conserved hypothetical protein 70 
pFR260_131 150133 150327 conserved hypothetical protein 64 
pFR260_132c 150346 150954 conserved hypothetical protein 202 
pFR260_133 151303 152403 response regulator aspartate phosphatase 366 
pFR260_134 152400 152645 PhrC 81 
pFR260_135c 152842 153255 conserved hypothetical protein 137 
pFR260_136c 153302 153643 hypothetical protein 113 
pFR260_137c 153640 154905 DNA-damage repair protein 421 
pFR260_138c 155373 155645 DNA-binding protein HU 90 
pFR260_139c 155865 156065 conserved hypothetical protein 66 
pFR260_140 156398 156676 Transition state regulator 92 
pFR260_141c 157117 158490 conserved hypothetical protein 457 
pFR260_142 158783 159193 conserved hypothetical protein 136 
pFR260_143 159190 160281 prophage protein 01 363 
pFR260_144 160671 162314 Oligopeptide transporter, periplasmic-binding protein 547 
pFR260_145 162522 163745 Prophage helix-turn-helix protein 407 
pFR260_146 163742 163894 conserved hypothetical protein 50 
pFR260_147c 164226 164552 XRE family transcriptional regulator 108 
pFR260_148c 164765 165808 Phage integrase 347 
pFR260_149 166040 166390 transposase 116 
pFR260_150 166412 166924 excisionase family DNA binding domain protein 170 
pFR260_151 167493 167657 conserved hypothetical protein 54 
pFR260_152c 168213 167863 hypothetical protein 116 
pFR260_153c 168841 168272 hypothetical protein 189 
pFR260_154 170282 171976 Neutral protease B 564 
pFR260_155 174222 174578 hypothetical protein 118 
pFR260_156 174685 174969 hypothetical protein 94 
pFR260_157c 175804 176082 hypothetical protein 92 
pFR260_158c 176436 176666 conserved hypothetical protein 76 
pFR260_159 177109 177339 conserved hypothetical protein 76 
pFR260_160 177343 177477 hypothetical protein 44 
pFR260_161c 177605 177847 pBt10-like protein 80 
pFR260_162 178099 178617 putative 20 kDa protein in cryB1 5'region (ORF1) 172 
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pFR260_163 178900 182409 Cry8Kb3  1169 
pFR260_164c 183921 184352 Transposase for IS660 143 
pFR260_165c 185106 185384 hypothetical protein 92 
pFR260_166c 185747 185983 conserved hypothetical protein 78 
pFR260_167 186266 186496 conserved hypothetical protein 76 
pFR260_168c 186755 186997 pBt10-like protein 80 
pFR260_169 187248 187766 putative 20 kDa protein in cryB1 5'region (ORF1) 172 
pFR260_170 188068 191598 Cry8Pa3 1176 
pFR260_171c 191795 193279 conserved hypothetical protein 494 
pFR260_172 194765 196243 capsule synthesis positive regulator AcpB 492 
pFR260_173 196632 197969 Vip2-02 445 
pFR260_174 197983 200607 Vip1-02 874 
pFR260_175 203008 205590 hypothetical protein 860 
pFR260_176 205590 206108 conserved hypothetical protein 172 
pFR260_177 206161 206793 hypothetical protein 210 
pFR260_178 206786 207184 conserved hypothetical protein 132 
pFR260_179 209124 209525 Transcriptional repressor, BlaI/MecI family 133 
pFR260_180 209536 210693 Peptidase, M56 family 385 
pFR260_181c 210829 211335 hypothetical protein 168 
pFR260_182 212018 212548 transposase 176 
pFR260_183 212920 213384 hypothetical protein 154 
pFR260_184 215384 215641 IS231-related transposase 85 
pFR260_185 216191 216508 hypothetical protein 105 
pFR260_186 217539 217844 transposase 101 
pFR260_187 217994 218734 integrase 246 
pFR260_188c 218828 219817 ETX_MTX2-like protein 329 
pFR260_189 220354 220569 hypothetical protein 71 
pFR260_190c 222826 223932 Integrase 368 
pFR260_191c 224072 225094 recombinase XerS 340 
pFR260_192c 225109 225741 conserved hypothetical protein 210 
pFR260_193c 226375 226821 hypothetical protein 148 
pFR260_194c 226823 227068 hypothetical protein 81 
pFR260_195c 227084 227446 hypothetical protein 120 
pFR260_196c 227704 228249 conserved hypothetical protein 181 
pFR260_197c 228839 229171 conserved hypothetical protein 110 
pFR260_198c 229910 230890 acetyl esterase 326 
pFR260_199c 231087 232166 transposase 359 
pFR260_200c 232172 232573 transposase 133 
pFR260_201c 233186 234232 cell filamentation protein Fic 348 
pFR260_202c 235820 236932 IS605 transposase OrfB 370 
pFR260_203c 236944 237342 transposase 132 
pFR260_204c 237657 238790 Hemolysin BL-binding component 377 
pFR260_205c 238822 240051 Tripartite hemolysin BL component L1 409 
pFR260_206c 240113 241432 hemolysin BL lytic component L2   439 
pFR260_207c 242161 242313 conserved hypothetical protein 50 
pFR260_208c 243850 246468 Vip1-04 872 
pFR260_209c 246482 247819 Vip2-04 445 
pFR260_210c 248208 249686 Capsule synthesis positive regulator AcpB 492 
pFR260_211 251172 252656 conserved hypothetical protein 494 
pFR260_212c 252856 256410 Cry8Qa2 1184 
pFR260_213c 256707 257225 putative 20 kDa protein in cryB1 5'region (ORF1) 172 
pFR260_214 257477 257719 pBt10-like protein 80 
pFR260_215c 257972 258205 conserved hypothetical protein 77 
pFR260_216 258488 258724 conserved hypothetical protein 78 
pFR260_217 259086 259364 hypothetical protein 92 
